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1. INTRODUCCIÓN

Introducción
El Citomegalovirus humano (CMVH) fue aislado y multiplicado en cultivo celular por 
primera vez por Smlth (1956), Rowe et al. (1956), y Weller et al. (1957) en 
laboratorios diferentes. Smith lo consiguió a partir de la orina de dos niños que 
padecían la denominada enfermedad de inclusión citomegálica, entidad clínica 
conocida desde mucho antes de este acontecimiento y cuya vinculación patogénica con 
un agente viral había sido postulada por Colé y Kuttner (1926). El grupo de Rowe aisló 
de forma accidental el CMVH a partir de tejido adenoidal de varios niños 
adenectomizados; por su parte Weller y sus colaboradores recuperaron el CMVH (la 
cepa AD169) a partir de la orina de varios recién nacidos con enfermedad citomegálica 
generalizada. Los investigadores mencionados consiguieron cultivar el CMVH en 
fibroblastos humanos y constatar el efecto citopatógeno que este virus induce en las 
células infectadas, cuyo aspecto se correspondía con el observado por Jesionek y 
Kiolemenglou (1904) en muestras biópsicas de hígado, riñón y pulmones de un recién 
nacido con enfermedad citomegálica. El término Citomegalovirus fue acuñado en 1960 
por Weller en virtud del particular aspecto que ofrecen las células infectadas por el 
virus.
1.1 Taxonomía
El CMVH humano pertenece a la familia Herpesvlridae, en la que se incluyen virus 
ampliamente distribuidos en la naturaleza que infectan a varias especies animales y 
que comparten, entre otras, las siguientes características estructurales y biológicas: 
contener un ácido nucleico ADN lineal de doble cadena de longitud y capacidad de 
codificación variables, una cápside de simetría icosaédrica rodeada de una matriz 
proteica amorfa denominada tegumento, poseer una membrana bilaminar de envoltura
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en la que se insertan glucoproteínas esenciales para la replicaclón del virus, y ser 
capaces de establecer infecciones latentes en el hospedador.
En concreto el CMVH pertenece a la subfamilia fi-herpesviridae (Roizman etaL, 1981) 
en la que se incluye a varios virus de amplia distribución en la naturaleza que 
comparten diversas propiedades genómicas (contenido en G+C de 56% y una 
densidad de 1.716 g/cm3 -Huang et al., 1973; Ebeling et al., 1983-) biológicas, y 
patogénicas, aunque infectan restrictivamente a especies animales diferentes (Roizman 
et al., 1981). A esta subfamilia de herpesvirus pertenecen igualmente el HVH 6 y el 
HVH 7 a tenor de la secuencia, composición y organización funcional de sus genomas 
(Lawrence etaL, 1990).
Subfamilia
CX Alphaherpesviridae
(3 Betaherpesviridae
Y Gammaherpesviridae
VHS-l, VHS-2: Virus Herpes simplex tipos 1 y 2; HEV-1: Herpesvirus equino tipo 1; VPR: Virus 
de la Pseudorabia; WZ: Virus Varicella-Zoster; CMVH: Citomegalovirus Humano; HVH-6: 
Herpes virus humano 6; HVH-7: Herpes virus humano 7; EHV-2: Herpesvirus equino tipo 2; 
HSV: Herpesvirus saimirí; VEB: Virus Epstein-Barr.
Figura 1.1 Arbol Filogenético de los Herpesviridae (Modificado de McGeoch et aL, 
1995).
Especies
L_ VHS-2
HVE-1 
VPR 
W Z
CMVH 
HVH-7 
HVH-6
HVE-2
HSV
VEB
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Aunque conocido desde hace varias décadas, el CMVH ha adquirido un gran 
protagonismo en la actualidad debido a su frecuente implicación en infecciones graves 
en los pacientes ¡nmunocomprometidos, particularmente en los trasplantados y en los 
enfermos de SIDA.
1.2 Morfología y organización estructural del virión del 
CMVH
La estructura del virión del CMVH es común a la de los otros Herpesviridae. Incluye 
un core, en el que se encuentra el ADN viral contenido en una cápside de simetría 
icosaédrlca de aproximadamente 100 nm de diámetro e Integrada por 162 
capsómeros, rodeado por una matriz proteica amorfa denominada tegumento (Wright 
et al., 1964; McGravan y Smith, 1965). Estos elementos se encuentran envueltos en 
una membrana bilaminar en la que se incrustan varias glucoproteínas codificadas en el 
genoma viral. Los virlones maduros son mayoritariamente esféricos y tienen un 
diámetro aproximado de 150-200 nm, aunque, a diferencia de otros herpesvirus, son 
muy pleomórficos (Wright et al., 1964). No obstante, en las células infectadas por el 
CMVH se generan otros tipos de partículas víricas que no son Infectivas y cuyo papel 
en la biología del virus es desconocido (Irmiere y GIbson, 1983); se trata de los 
denominados cuerpos densos, de aproximadamente 300 nm de diámetro, constituidos 
por una matriz y una envoltura pero sin nucleocápside, producidos y liberados de las 
células infectadas en Idéntica proporción a los vlriones maduros, y de los viriones 
envueltos no infecciosos los cuales carecen de ADN (Sarov y Abady, 1975; Irmiere y 
GIbson, 1985).
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Cubierta
Tegumento
(ADN)
Cuerpo denso Virión
Figura 1.2. Cuerpo denso y virión del CMVH.
Tegumento
Cápside
Core (sin 
contenido)
Cubierta
Cuerpo denso Virión cubierto 
no infeccioso
Figura 1.3. Cuerpo denso y virión cubierto no infeccioso (VCNI) del CMVH.
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Figura 1.4. Partículas víricas maduras (a,b), partículas cubiertas no envueltas (c,d), 
partículas deficientes (e-h) (Hemmo etaL, 1997).
1.3 El genoma del CMVH
El ADN bicatenario del CMVH contiene entre 2P0 y 2Q0 Kbp, según la cepa 
considerada; es el de mayor tamaño y complejidad funcional de entre los herpesvirus 
(Geelen etaL, 1978). El peso molecular del ADN de CMVH es de 1.50-1.55 X 108 D y 
su longitud de 65-68 nm (Geelen et al., 1978). Los primeros mapas de restricción del 
genoma del CMVH fueron obtenidos a principios de la década de los 80, los que junto 
a la información obtenida mediante el estudio de la ultraestructura del ADN viral 
purificado tras desnaturalización con álcalis, permitieron dilucidar su organización 
estructural y funcional; ésta no difiere, en esencia, de la de otros Herpesviridae 
(colinealidad de los genomas de los herpesvirus): contiene dos regiones únicas 
llamadas L (larga) y C (corta) limitadas por secuencias repetidas denominadas "b" y
7
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"c" respectivamente, y una pequeña secuencia denominada "a" que se sitúa en ambos 
extremos del genoma y en la unión de los segmentos L y C en orientación invertida 
(Kilpatrick y Huang, 1977; Greenaway etal., 1982; Spector etaL, 1982). Varias copias 
de esta secuencia "a", hasta diez, pueden encontrarse en un mismo genoma como 
consecuencia de un proceso de amplificación (Mocarski et al., 1987). El componente 
"a" del genoma del CMVH y de otros herpesvirus contiene dos secuencias "consenso" 
denominadas pací y pac2 necesarias para el correcto ensamblaje del virión en la célula 
infectada (Kemble y Mocarski, 1989).
Región Larga >  Región Corta<
1— I
Región Única Región Única
STR
......r Larga
RUL
..... 1"* Corta
s i r l s ik c  RUC s )tr
m m m  *  i i i
Secuencia
Terminal
Repetida
Secuencia Secuencia Secuencia
Intercalada Intercalada Terminal
Repetida Repetida Repetida
Larga Corta
Figura 1.5. Organización del genoma del CMVH.
Los componentes L y C del genoma de CMVH pueden invertirse uno respecto al otro 
y originar, como consecuencia, Q isómeros genómicos que se generan en idéntica 
proporción en las células infectadas (Kilpatrick y Huang, 1977). Se desconoce, sin 
embargo, la significación biológica de este hecho.
8
Introducción
L1 LO C1 CO
i|lL r ™ ' !  i i i
Lí LO C0 C1
LO L1 C1 CO
immm i i i
LO L1 C0 C1
1 1
Figura 1.6. Estructura de los isómeros del ADN del CMVH.
El genoma del CMVH ha sido completamente secuenciado (Chee et al., 1990), lo que 
ha permitido inferir el número de proteínas que es capaz de codificar. En este sentido, 
sabemos que el genoma del CMVH puede codificar hasta 208 proteínas distintas de al 
menos 100 aminoácidos (208 marcos de lectura abiertos-ORF-), aunque hasta el 
momento, sólo una cuarta parte de estos productos ha sido caracterizada.
El estudio comparativo de la secuencia de nucleótidos de los diferentes herpesvirus 
junto con el análisis de los resultados obtenidos a partir de experimentos de 
hibridación cruzada entre ellos ha permitido saber que existe muy poca homología 
genómica, alrededor de un 5%, entre el CMVH y los a y y-herpesvirus (Kouzarides et 
al., 1987; Chee et al., 1990); sin embargo, segmentos extensos del genoma de estos 
virus presentan una organización funcional común. En este sentido, el genoma del 
CMVH contiene siete bloques de genes (denominados con las letras A hasta G) cuyas 
secuencias y organización funcional se encuentran conservadas en los genomas de los 
otros herpesvirus, si bien, su alineación es distinta (Chee et a!., 1990; Kouzarides et
> (¿ V  E
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aL, 1987). Los productos de estos genes son proteínas implicadas en la replicación y 
reparación del ADN viral y en el metabolismo de nucleótidos, integrantes del virión, o 
que intervienen decisivamente en la penetración del virus en el interior de las células 
diana. Como ejemplos representativos, el bloque A contiene el gen que codifica la 
ribonucleótido reductasa así como algunas proteínas estructurales del tegumento; el 
bloque B contiene los genes que codifican la glucoproteína B y la ADN polimerasa viral; 
el bloque D contiene el gen de la glucoproteína H y el bloque E contiene el gen de la 
proteína mayor de la cápside vírica (Chee etal., 1990).
Por otra parte, la homología de secuencia entre los diferentes aislados del CMVH se 
aproxima al 90% (Huang et aL, 1976; Pritchett, 1980), lo que indica que la secuencia 
del genoma del CMVH es muy estable. No obstante, existen pequeñas variaciones de 
secuencia, fundamentalmente en la unión de los segmentos L y C, que permiten 
distinguir a los diferentes aislados entre sí mediante el análisis de los patrones de 
restricción del ADN viral (Weststrate et aL, 1983; Chou et aL, 1984). Sin embargo, 
varias evidencias experimentales recientemente obtenidas permiten aventurar que las 
diferencias de secuencia entre los diferentes aislados pueden ser mayores y más 
relevantes de lo inicialmente previsto. En este sentido, se ha descrito la existencia de 
secuencias de hasta 15 Kbp presentes en aislados recientes del virus y ausentes en 
cepas de laboratorio sometidas a numerosos ciclos replicativos (Towne y AD169). 
Estas secuencias contienen al menos 19 genes cuyos productos no han sido todavía 
caracterizados y que, aun siendo prescindibles para la replicación del virus, podrían ser 
determinantes del tropismo y, en general, de las propiedades patogénicas del virus 
(Cha et aL, 1996).
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El análisis electroforético de vlriones purificados mediante centrifugación en gradiente 
ha revelado que el virión maduro del CMVH contiene al menos 30 proteínas diferentes 
cuyos pesos moleculares se encuentran comprendidos entre 20-200 kDa (Kim et aL, 
1976; Stinski, 1976; Gibson, 1983).
La cápside vírica está constituida mayoritariamente por dos proteínas denominadas 
proteína mayor (MCP-1370 aminoácidos) y proteína menor (mCP-290 aminoácidos) de 
la cápside (Irmiere y Gibson, 1983, 1985; Gibson, 1983), codificadas en los genes 
UL86 y UL46 respectivamente. Ambas proteínas tienen sus respectivas homologas en 
el resto de los Herpesviridae(Chee etal., 1990).
El tegumento del CMVH está constituido por al menos 20 proteínas distintas, en su 
mayoría fosfoproteínas (Kim et aL, 1976). Las proteínas mayoritarias del tegumento 
del CMVH han sido caracterizadas exhaustivamente. Éstas son: la pp65 y la ppl50, 
codificadas en los ORF UL83 y UL32, respectivamente (Jahn etaL, 1987a, 1987b; Jahn 
y Mach, 1990). Desde un punto de vista funcional ambas proteínas son rápidamente 
fosforiladas tras la infección de la célula diana por una kinasa de codificación viral 
(Jahn y Mach, 1990). En su estado fosforilado, pp65 y ppl50 parecen intervenir en la 
regulación de la expresión génica del virus, así como en la modulación del 
metabolismo de la célula infectada (Jahn y Mach, 1990). Por otra parte, ambas 
fosfoproteínas son muy inmunogénicas, particularmente la ppl50, generando una 
potente respuesta humoral fácilmente evidenciable mediante western-blot (Landini et 
aL, 1985; 1991; Jahn et aL, 1987b; Jahn y Mach, 1990). Otras fosfoproteínas de la 
matriz viral caracterizadas estructuralmente son las siguientes: pp71, pp28 y pp67
11
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(Jahn y Mach, 1990). No se conoce con precisión, sin embargo, su papel en la biología 
del virus.
Las proteínas de la envoltura del CMVH han sido objeto de numerosos estudios, los 
cuales han permitido localizar los genes que las codifican, determinar el modo en que 
se sintetizan, y conocer su función en el ciclo biológico del virus. Aunque los primeros 
estudios realizados sobre la envoltura del CMVH aventuraban la existencia de hasta 
ocho glucoproteínas de superficie distintas (Kim et al., 1976; Stinski, 1976; Gibson, 
1983; Farrar y Oram, 1984; Farrar y Greenaway, 1986), actualmente existe el 
convencimiento de que este número es mayor de acuerdo con el hecho de que el 
genoma del CMVH tiene capacidad suficiente para codificar 50 glucoproteínas 
diferentes (Chee et aL, 1990). A pesar de ello, sólo unas pocas han sido 
caracterizadas.
La glucoproteína de envoltura mejor caracterizada es la denominada gB, producto del 
ORF UL55, a la que también se refiere la literatura como gA (Perelra et ai., 1982; 
Pereira et ai., 1984), gp55-116 (Brltt, 1984) o gcl (Gretch et ai., 1988a). Se trata de 
una proteína de 908 aminoácidos glucosllada en sitios de N-glucosllaclón y de 0 - 
glucosllación (Cranage et ai., 1986; Chee et ai., 1990). Aunque se sintetiza en forma 
de un único pollpéptido precursor (Brltt y Auger, 1986), su forma madura es la de un 
heterodímero sujeto por enlaces covalentes- puentes disulfuro- cuyas unidades son la 
g p ll6  (porción amimoterminal del polipéptido precursor) y la gp55 (porción 
carboxlterminal del polipéptido precursor), esta última contiene una secuencia de 
aminoácidos hidrofóbicos que permite el anclaje del heterodímero a la membrana de 
envoltura (Cranage et ai., 1986). El polipéptido precursor, de 105 KDa, es modificado 
en el retículo endoplásmlco rugoso mediante la adición de azucares ricos en mañosa a 
los sitios de N-glucosilación. La molécula resultante, de 130 KDa, se organiza en
12
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oligómeros que migran al aparato de Golgi por vía ¡ntracanalicular donde se produce 
una nueva modificación consistente en la eliminación de azúcares ricos en mañosa y su 
sustitución por azúcares complejos. Allí mismo se produce la escisión por proteolisis de 
los oligómeros por la actuación de un enzima celular, la furina, que de este modo 
genera el heterodímero funcional de ia molécula (Britt y Auger, 1986; Spaete et a!.,
1988; Britt y Vugler, 1989). La molécula queda inserta en la membrana plasmática y 
orientada del siguiente modo: el extremo aminoterminal proyectado hada el exterior 
(extracelular) y el carboxiterminal en situación intracelular.
La gB tiene proteínas homologas en el resto de los herpesvirus (Cranage et aL, 1986;
Chee etaL, 1990); en todos ellos su papel parece esencial para la replicación del virus, 
aunque este extremo sólo ha sido demostrado en el HSV-1 entre los herpesvirus 
humanos (Little etaL, 1981).
La gB es una proteína multlfuncional que interviene decisivamente en el proceso de 
fusión de membranas (envoltura viral-membrana plasmática celular) necesario para la 
penetración del virus en el interior de la célula diana (Navarro etaL, 1993; Tugizov et 
al., 1994; Tugizov et al., 1995); probablemente también participa en el proceso de 
adsorción del virus sobre las células (Compton et aL, 1993) y en la activación del 
proceso que permite al CMVH transmitirse entre células contiguas sin necesidad de 
salir al exterior de ellas (Navarro etal., 1993).
Por otra parte, la gB es una proteína muy inmunogénica que genera una fuerte y 
mantenida respuesta de anticuerpos (Cremer et aL, 1985; Perelra et aL, 1984; Pereira 
et aL, 1993a; Pereira et aL, 1993b), muchos de los cuales son capaces de neutralizar 
al CMVH en ausencia del complemento (Pereira etal., 1982; Gonczol etal., 1986; Britt 
et aL, 1988; Britt y Vugler, 1990; Gonczol et aL, 1990; Rasmussen et aL, 1991;
13
Introducción
Marshall et aL, 1992; Navarro et aL, 1997), por lo que se está utilizando como 
¡nmunógeno en diferentes prototipos de vacunas contra el CMVH.
La estructura antigénica de la gB ha sido investigada exhaustivamente utilizando 
diversas estrategias moleculares (Utz et aL, 1989; Meyer et aL, 1990; Kniess et aL, 
1991; Basgoz et al., 1992; Meyer et aL, 1992; Qadri et aL, 1992). Los estudios 
realizados han permitido localizar en la molécula varios sitios antigénicos 
inmunodominantes. En este sentido cabe destacar el sitio antigénico denominado AD-1 
situado en la porción aminoterminal de gp55 que contiene varios epítopos continuos 
solapados (Meyer et aL, 1990; Kniess et aL, 1991; Meyer et aL, 1992). La secuencia 
de aminoácidos que constituye AD-1 se encuentra muy conservada en todos los 
aislados clínicos analizados hasta el momento (Utz et aL, 1989). Paralelamente se han 
localizado en la molécula, tanto en la gp lló  como en la gp55, varios determinantes 
antigénicos conformacionales que generan anticuerpos neutralizantes de extraordinaria 
eficacia antiviral (Basgoz etal., 1992; Qadri etal., 1992; Navarro eta.l, 1997).
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Figura 1.7. Mapa topográfico de los dominios antigénicos y funcionales de la gB del 
CMVH cepa AD169. "D" = Epítopos discontinuos; "C" = Epítopos continuos.
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La gB también parece ser diana de clones de células T CD8+ cítotóxlcas específicas 
que se generan tras la Infección por el CMVH (Borysiewicz et aL, 1988; Llu et aL,
1991) y que podrían Intervenir decisivamente en la resolución de la primolnfección y 
de las infecciones activas por reactivación.
La glucoproteína H (gH) (Pachl et aL, 1989), producto del ORF UL75, también 
conocida como gp86 (Rasmussen et aL, 1984) o gcIII (Gretch et aL, 1988c), es una 
proteína presente en gran cantidad en la envoltura del virus. A diferencia de la gB 
presenta una escasa homología de secuencia con sus homologas en el genoma de 
otros herpesvirus (Cranage et aL, 1988) aunque, al igual que en éstos, podría ser 
absolutamente necesaria para la replicación del virus, si bien esta posibilidad no ha 
sido confirmada hasta el momento.
El precursor de la gH contiene 742 ó 743 aminoácidos en función de la cepa 
estudiada y se glucosila en el retículo endoplásmico rugoso (R.E.R.) (Kaye et aL,
1992). Presumiblemente, para que se transporte a la membrana de la célula infectada 
es necesario que se asocie con otra proteína de codificación viral producto del ORF 
UL115, denominada gL (Huber y Compton, 1997; 1999); de otro modo la gH queda 
retenida en el R.E.R.
Al igual que ocurre con la gB, la secuencia de nucleótidos del gen que codifica la gH 
está conservada en las cepas naturales analizadas (Chou, 1992).
El papel de la gH en el ciclo infectivo del virus no está definido con precisión aunque 
parece intervenir activamente en los sucesos moleculares que conducen a la 
penetración del CMVH en el interior de la célula diana a través de una interacción de
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alta afinidad con una proteína de la membrana de 90 KDa presente en varios tipos 
celulares (Keay etal., 1989).
Por otra parte, al igual que la gB, la gH induce en el hospedador la síntesis de 
anticuerpos neutralizantes capaces de actuar en ausencia del complemento, hecho que 
convierte a esta molécula en un componente potencial de una vacuna subunitaria 
contra el CMVH (Rasmussen etal., 1984). En concreto, la gH parece poseer un epítopo 
neutralizante inmunodominante que comprende los aminoácidos del 15 al 142 de la 
proteína (Urban etal., 1994).
La envoltura del CMVH contiene otras glucoproteínas cuya caracterización es por el 
momento incompleta. Diversos autores han conseguido purificar un complejo 
glucoproteico denominado gcll (Gretch et aL, 1988b), o gp47-52, constituido por un 
número indeterminado de subunidades proteicas codificadas en la familia de ORF del 
componente US6, que contiene al menos 6 ORF distintos (Gretch etal., 1988b, 1988c), 
algunos de cuyos productos podrían determinar el tropismo del virus. Este complejo 
parece ser dispensable para la replicación del CMVH in vitro, sin embargo es capaz de 
inducir anticuerpos neutralizantes en el modelo experimental murino (Gretch et aL, 
1988c).
Otras glucoproteínas estructurales del virión son la denominada gpl48 (gO), 
codificada en el ORF UL74 (Huber y Compton, 1997) que parece formar un complejo 
molecular con la gH, la gL codificada en el ORF UL115 que forma un dímero con la 
anterior y el producto del ORF US9 (Lehrer et aL, 1989) una proteína con cierta 
homología con la gE de HSV-1, proteína esta constitutiva del complejo receptor de Fe 
de las IgG (Edson et aL, 1987). Es probable que en un futuro cercano se caractericen
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más glucoproteínas de envoltura puesto que como antes mencionamos el genoma del 
CMVH tiene suficiente capacidad para codificar 50 glucoproteínas distintas.
1.5 Ciclo replicativo del CMVH
El CMVH es capaz de infectar un espectro limitado de tipos celulares, pero puede 
hacerlo de forma latente, abortiva o lítica, al igual que los otros miembros de la familia 
Herpesviridae. El CMVH infecta líticamente células diferenciadas y diploides y, 
excepcionalmente, células indiferenciadas, transformadas o aneuploides, estas últimas 
suelen comportarse como "semipermisivas" para el CMVH por lo que en ellas se 
generan infecciones abortivas que por tanto no culminan con la producción de 
progenie viral (Mocarski, 1993). La duración media del ciclo infectivo del CMVH en las 
células permisivas es de 48-72 h. El ciclo infectivo lítico ha sido caracterizado durante 
los últimos años; en cambio, poco se sabe del patrón de expresión génica del CMVH en 
las infecciones latentes y de los mecanismos moleculares que determinan el modelo 
infectivo utilizado por el virus.
1.5.1 Adsorción y penetración
El ciclo infectivo del CMVH se inicia con la adsorción del virus sobre la superficie la 
célula diana a la que sigue su penetración en el interior de la célula a través de un 
proceso de fusión de membranas pH-independiente (Pereira, 1994). Durante la 
adsorción, el CMVH interacciona con proteoglucanos (como el heparán sulfato) 
(Compton etal., 1993) o con glucopolímeros como el ácido glucolilneuramínico (GINeu) 
o N-acetilgiucosamina (GIcNAc) de la membrana celular (Lobert et al., 1995) 
dependiendo del tipo celular, presumiblemente a través de la gCII y/o gB (Kari y
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Gehrz, 1992). Estas interacciones consiguen aglutinar y concentrar un gran número de 
partículas víricas sobre la superficie celular facilitando así la penetración del virus en el 
interior de las células, proceso mediado por la gB y el complejo gH-gL (Keay y Baldwin, 
1991; Navarro et ai., 1993, Tugizov et a!., 1994; Milne et aL, 1998) a través de un 
mecanismo de fusión de membranas, el cual se desencadena tras la interacción de 
estas moléculas con un receptor celular de alta afinidad. En cualquier caso el modo 
preciso en que se produce la penetración del CMVH en la célula diana es por el 
momento ignoto.
Varias moléculas, diferentes según el tipo celular estudiado, podrían actuar como 
receptores de alta afinidad del CMVH. Una de ellas es una proteína de 30-32 Kda 
presente en la membrana de diversos tipos celulares analizados (Adlish et aL, 1990;
Taylor y Cooper, 1990; Nowlin et aL, 1991), incluyendo células permisivas y
semipermisivas para la infección por el CMVH; otra es una glucoproteína de 92.5 Kda 
que interacciona específicamente con la gH y que se encuentra presente en la 
superficie de los fibroblastos y los linfocitos B y T (Keay et aL, 1989; Keay y Baldwin,
1992); incluso una molécula denominada CD13 (aminopeptidasa N), una
metaloproteasa presente en las células sanguíneas (Soderberg et aL, 1993), ha sido 
propuesta como receptor para el virus. Por otra parte, la posibilidad de que el CMVH se 
recubra de proteínas del hospedador (p-2 microgloblina o anexina II)  para facilitar su 
penetración en la célula diana utilizando los ligandos naturales de aquéllas ha sido 
sugerida por varios investigadores (Grundy etaL, 1987; Beck y Barrell, 1988; Browne 
et aL, 1990; Wright et aL, 1994), aunque no sería en ningún caso el modo
fundamental de penetración del virus. Una vez en el citoplasma celular, el virus se 
decapsida y el ADN viral migra en dirección al núcleo celular donde se inicia la 
transcripción de varios genes esenciales para la replicación del virus.
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1.5.2 Expresión y regulación de los genes virales
La expresión de los genes del CMVH se produce de forma secuencial y ordenada tal y 
como ocurre en el resto de los herpesvirus (Roizman et ai., 1993), y su regulación 
depende de una compleja interacción de procesos que ocurren tanto a nivel 
transcripcional como postranscripcional (Mocarski etaL, 1991).
Los primeros genes se transcriben unos pocos minutos después de la penetración del 
virus. La transcripción de esos genes es independiente de la síntesis de novo de 
proteínas y se produce, consiguientemente, en presencia de inhibidores de la síntesis 
de proteínas tales como la cicloheximida; son los denominados genes a (immediate 
early) y su transcripción, al igual que la del resto de genes del CMVH, es conducida por 
la ARN polimerasa I I  celular (Mocarski, 1993). Los productos de los genes a son 
proteínas no estructurales y reguladoras de la expresión del resto de los genes del 
virus (Mocarski et ai., 1990). Aunque existen varios genes a localizados en el genoma 
del CMVH, sólo los genes IE1 e IE2 han sido caracterizados exhaustivamente.
La expresión de los genes a se encuentra regulada por un potente amplificador 
("enhancer") situado entre los pares de bases -50 y -550 (en relación con el punto de 
inicio de la transcripción) (Thomsen et ai., 1984; Boshart et ai., 1985), que contiene 
varias secuencias consenso para unirse a factores celulares de transcripción, 
particularmente NF-KB (Sambuccetti et ai., 1989), responsables en última instancia de 
la activación transcripcional de IE. El producto del gen IE1 (proteína IE1) es una 
fosfoproteína de 72 KDa (Stinski, 1978; Wathen y Stinski, 1981; Gibson, 1983) cuya 
función es doble: por un lado activa la expresión de diversos amplificadores de genes 
virales y también celulares, probablemente en conjunción con diversas proteínas
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nucleares capaces de unirse a ADN bicatenario (Stenberg et aL, 1990), y por otra se 
comporta como un transactivador de la expresión del propio gen IE1, en este caso, a 
través de la inducción de la transcripción de NF-KB, un potente estimulador del 
amplificador del gen IE1 (Cherrington y Mocarski, 1989; Sambuccetti et aL, 1989). El 
resultado final de la actividad de IE1 es la estimulación de su propia síntesis y la
inducción de la transcripción de IE2 y de los genes |3 y y.
El producto del gen IE2 (proteína IE2) es un polipéptido de 86 Kda (Stinski, 1978; 
Gibson, 1983) que se origina como consecuencia de un mecanismo de "splicing" 
alternativo del ARNm que codifica IE1 (Stenberg etal., 1985; 1990). La función de IE2 
en la biología del CMVH es compleja. Por sí misma IE2 puede desactivar la expresión 
del gen IE1 a través de la interacción con una pequeña secuencia situada en la
proximidad del sitio de ¡nido transcripcional de IE1 (señal de represión en "cis")
(Pizzorno et aL, 1988; Pizzorno y Hayward, 1990); por otra parte, IE2 se comporta 
como un transactivador heterólogo, esto es, capaz de activar la expresión tanto de 
genes virales (p y y) como celulares, probablemente de forma sinérgica con IE1 en el 
caso de los genes virales (Hermiston et aL, 1987; Pizzorno et aL, 1988; Tevethia y 
Spector, 1989). No se conoce con precisión la forma en que IE2 ejerce su función 
transactivadora.
A la expresión de los genes a sigue la de los genes p (early-precoces) y después la 
de los y (late-tardíos), si bien esta distinción cronológica es en cierto modo artificial si 
se considera que los productos transcripcionales de los genes virales se acumulan en el 
tiempo y su traslación puede no producirse concomitantemente, y que algunos de 
estos genes contienen varios promotores cuya activación se produce en distintos 
momentos tras la infección (Mocarski et aL, 1990). En cualquier caso se acepta que,
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entre los genes p, los denominados pl, se activan en primera instancia, iniciándose su 
transcripción entre las 4 y 8 horas siguientes a la penetración del virus, mientras que 
los genes p2 se expresan entre las 8-24 horas postinfección. En general, los genes p 
codifican proteínas estructurales (p2) y no estructurales (pi), estas últimas implicadas 
en la replicación del ADN viral. La síntesis de estas proteínas no puede impedirse con 
el uso de inhibidores de la replicación del ADN vírico (Mocarski etal., 1990). Entre los 
productos de los genes p cabe destacar a los siguientes: la ADN polimerasa viral 
(UL44), la proteína de unión a ADN monocatenario (UL57), la proteína con actividad
Los genes y (L-late- o tardíos) también pueden subdividirse en y l y y2 en función del 
momento en que se transcriben y de la dependencia de la replicación previa del ADN 
vírico para su expresión. Los productos transcripcionales de los genes y l  se detectan 
entre las 12-36 horas postinfección y su expresión se produce, aunque mínimamente, 
en presencia de inhibidores de la replicación del ADN viral. Los productos de los genes 
y2 se detectan a las 24-48 horas postinfección y su expresión se encuentra 
estrictamente supeditada a la replicación previa del ADN viral. Tanto los productos de 
los genes y l como y2 codifican la expresión de gran parte de las proteínas 
estructurales del virión (Mocarski et aL, 1990) entre las que cabe destacar a la mayoría 
de las fosfoproteínas del tegumento y a la totalidad de las glucoproteínas de la 
membrana viral.
La replicación del ADN del CMVH se desarrolla de modo similar a la de otros 
herpesvirus, aunque más lentamente, con dos picos de síntesis que se observan a las 
18-24 horas y 60-80 horas postinfección (Stinski, 1978). Al igual que en el caso del 
VHS-1 (Roizman, 1993), el genoma del CMVH se circulariza poco después de la
helicasa-primasa (UL102) y la ADN helicasa (UL 105).
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penetración del virus (LaFemina y Hayward, 1983) y sólo unas pocas proteínas son 
imprescindibles para su replicación; éstas son: ia ADN polimerasa viral (Heilbronn et 
aL, 1987; D'AquIla et ai., 1989), una proteína de unión a la secuencia del origen de 
replicación del ADN viral (Hamzeh et ai., 1990), dos proteínas con capacidad para 
unirse al ADN monocatenario (Kemble et ai., 1987; Kemble y Mocarkski, 1989) y al 
ADN bicatenario (Gibson et ai., 1981; Mocarski et ai., 1985), y un número 
indeterminado de proteínas que podrían ser los componentes de un complejo helicasa- 
primasa similar al presente en las células infectadas por el VHS-1 (Crute et ai., 1989; 
Chee et ai., 1990).
1.5.3 Ensamblaje y liberación de nuevas partículas víricas
A pesar de los muchos estudios realizados sobre la ultraestructura de las células 
infectadas por el CMVH (McGhravan y Smlth, 1965; Smith y Harven, 1974; Haguenau y 
Michelson, 1975; Maeda et ai., 1979; Cavallo et ai., 1981; Fons y Albretch, 1986; 
Severi et ai., 1988; Radsak et ai., 1990), todavía no se conocen algunos aspectos de la 
morfogénesis de los viriones maduros del CMVH. Parece claro que las cápsides víricas 
se sintetizan en primer lugar y que después se produce el empaquetamiento del ADN 
viral (Cavallo et ai., 1981). El ensamblaje de las nucleocápsides ocurre en el núcleo 
celular en el Interior de unas estructuras flbrilares compuestas por proteínas 
estructurales y el ADN del virus. Este proceso es el responsable del efecto cltopático 
característico del CMVH (Inclusión intranuclear en "ojo de búho") (Fons y Albretch, 
1986). Más tarde, las nucleocápsides alcanzan el espado comprendido entre las dos 
capas de la membrana nuclear (espacio perlnuclear), adquiriendo en este proceso una 
envoltura que se corresponde con la capa Interna de la membrana nuclear y que 
contiene Insertadas las glucoproteínas víricas en estado inmaduro (Radsak et ai.,
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1990). Lo que acontece después no se conoce con precisión; es probable que las 
partículas víricas se desplacen a través de la vía exocítlca celular hasta alcanzar el 
aparato de Golgl para posteriormente ser transportadas mediante vesículas exocítlcas 
al exterior de la célula. Durante este tránsito, las glucoproteínas de superficie sufrirían 
varias modificaciones (ollgomerlzación y glucosilaclón) hasta alcanzar su estructura y 
composición maduras. Alternativa o simultáneamente las partículas víricas Inmaduras 
podrían alcanzar el citoplasma celular a partir del sistema ¡ntracanalicular de 
membranas de la célula perdiendo la envoltura ¡nidal para recuperarla después a partir 
de la membrana del aparato de Golgl o de la membrana de las vesículas de exocltosls, 
ambas conteniendo las glucoproteínas víricas en su estado maduro (Smlth y Harven, 
1974).
1.6 Patogenia de la infección por el CMVH y respuesta 
inmunitaria contra el virus
El CMVH se comporta como un virus poco patógeno en el huésped 
¡nmunocompetente en el que produce Infecciones generalmente ¡naparentes; sin 
embargo, su virulencia es extraordinaria en individuos ¡nmunodeprimidos. La 
primolnfección puede adquirirse por vía parenteral (a través de la sangre, órganos 
trasplantados y por vía transplacentarla), oral (la saliva es particularmente relevante 
en la transmisión del virus entre los humanos debido a la frecuencia con que el virus 
se excreta en ella y a la cantidad de virus presente en dicha secreción, lo que está en 
relación con el tropismo del CMVH por las glándulas salivares y el hecho de que en 
ellas el CMVH establece un modelo infectivo persistente -Ho, 1991-) o sexual (Alford y 
Britt, 1990); en los dos últimos casos, el virus se multiplica localmente en el sitio de 
infección en células epiteliales y fibroblastos, a partir del cual accede a la circulación
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general (viremia) donde es capaz de infectar células sanguíneas (leucocitos) y células 
endoteliales. Durante la fase vlrémica el ADN del CMVH puede detectarse en los 
monocitos, llnfocltos y neutrófilos, particularmente en estos últimos (Saltzman et aL, 
1988; Danker et aL, 1990). Al parecer, la infección que el CMVH produce en los 
neutrófilos es abortiva, y por tanto no tiene como consecuencia la generación de 
nuevas partículas víricas. La presencia de pp65 y ppl50, ambas fosfoproteínas, pero 
no de los ARNm en que están codificadas, y la ausencia de p72 (IE1) en el interior de 
los neutrófilos así lo demuestra (Turtinen et aL, 1987; Grefte et aL, 1994; Grundy et 
aL, 1998). Si bien los leucocitos neutrófilos no son relevantes en la multiplicación del 
CMVH, sí desempeñan un papel crucial en la diseminación del virus, al actuar como 
transportadores. Algo similar ocurre con los monocitos. La infección que el CMVH 
produce en ellos es también abortiva (Einhorn y Ost, 1984; Rice et aL, 1984; Taylor- 
Wiedeman, 1991), no obstante cuando éstos alcanzan los tejidos y se diferencian en 
macrófagos permiten que se complete el ciclo infectivo y de ese modo se generen 
nuevas partículas víricas (Weinshenker et aL, 1988; Ibañez et aL, 1991; Lathey y 
Spector., 1991; Taylor-Wiedeman etal., 1994), las cuales permanecen asociadas a las 
membranas ¡ntracelulares y no son, en consecuencia, evacuadas al exterior. Esta 
especial ubicación de los viriones neoformados en el interior de los macrófagos 
tisulares dificulta enormemente las actuaciones del sistema inmunitario encaminadas a 
destruirlos (Fish et aL, 1996) y sin embargo no impide su extensión a las células 
endoteliales o fibroblastos adyacentes, transmisión que parece producirse a través de 
microfusiones transitorias entre las membranas de las células en contacto (Gerna et 
aL, 2000). Una vez en el torrente circulatorio, el CMVH infecta líricamente a las células 
endoteliales y con ello hace que se desprendan de la pared vascular y circulen 
libremente por la sangre hasta que quedan atrapadas en algún capilar, contribuyendo 
de este modo a la diseminación del CMVH (Grefte etal., 1993; Percivalle etaL, 1993).
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Resulta además particularmente beneficioso para la diseminación del virus el hecho de 
que las células endoteliales y los leucocitos neutrófilos sean capaces de infectarse 
mutuamente (en un proceso bidireccional) siempre que estén en contacto, situación 
que se produce cuando los leucocitos migran a los tejidos a través de la capa de 
células endoteliales (Waldman etal., 1995; Grundy etal., 1998).
La infección de las células endoteliales por el CMVH tiene como consecuencia 
adicional la hiperexpresión en éstas de varios genes: unos codifican proteínas de 
adhesión tales como ICAM (intercellular adhesión molecule) 1 y 2 y VCAM (vascular 
adhesión molecule membrane) y otros quimioquinas tales como la interleukina 8 (IL-8) 
y RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed y secreted); las primeras 
incrementan la capacidad de adhesión de las células endoteliales a los leucocitos 
neutrófilos y monocitos y de este modo facilitan la migración transendotelial de éstas; 
las segundas tienen también como efecto la translocación de leucocitos neutrófilos a 
través de la capa de células endoteliales. El CMVH consigue de este modo potenciar su 
propia diseminación (Grundy y Downes, 1993; Muruyama et aL, 1994; Watanabe et 
aL, 1996; Shahgasenpour etal., 1997).
A la presencia del CMVH en la sangre sigue su diseminación a distintos órganos y 
tejidos. Virtualmente cualquiera de ellos puede albergar al CMVH después de la 
primoinfección. Es particularmente frecuente su presencia en las glándulas salivares y 
en el epitelio tubular renal por los que tiene un tropismo especial, el hígado, los 
pulmones, el tracto gastrointestinal, la médula ósea y el bazo y los ganglios linfáticos. 
Presumiblemente, en la mayoría de estas localizaciones el virus se encuentra en estado 
de latencia; sin embargo, en las glándulas salivares y en el riñón el CMVH establece 
una modelo infectivo persistente por el cual el virus se multiplica aunque sin producir 
daño aparente en el órgano en que lo hace (Sinzger y Jahn, 1996) y se excreta.
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El tipo celular en que el CMVH se establece de forma latente no está firmemente 
establecido. Es muy probable que distintas células hematopoyéticas, especialmente los 
monocitos de la sangre periférica y las células progenitoras hematopoyéticas (CD34+) 
e incluso las células endoteliales alberguen in vivo al CMVH en estado de latencia 
(Stanier etal., 1989; Taylor-Wiedeman etai., 1991; Maciejewski etai., 1992; Kondo et 
aL, 1994; Minton etai., 1994; Mendelsen etai., 1996; Hahn etai., 1998; Slobedman y 
Mocarski, 1999). No obstante, el mecanismo molecular que mantendría el estado de 
latencia en estas células es desconocido. Algunos investigadores han comunicado la 
presencia en estas células de transcritos de los genes IE cuya similitud con el LATS de 
HSV-1 es manifiesta (Kondo et ai., 1994; 1996). A partir de estos focos de latencia el 
CMVH puede reactivarse ocasionando una infección productiva que puede o no tener 
repercusión clínica. Las reactivaciones pueden producirse espontáneamente en los 
individuos inmunocompetentes, en quienes no suelen tener consecuencias clínicas, sin 
embargo son mucho más frecuentes en los pacientes con un compromiso en el 
funcionamiento del sistema inmunitario celular, en quienes pueden resultar en una 
enfermedad orgánica diseminada. Tampoco se conoce el mecanismo molecular que 
dirige la reactivación del virus a partir de su estado de latencia. Por otra parte, se sabe 
que un individuo puede infectarse varias veces por diferentes cepas del CMVH, lo que 
indica que no hay inmunidad cruzada heterotípica (Ho, 1991).
En el control de la primoinfección por parte del sistema inmunitario del huésped 
parecen tener relevancia tanto los anticuerpos neutralizantes generados frente a 
glucoproteínas del virus (gB y gH) como las células efectoras NK y las células T CD8+ 
específicas, aunque ninguno de ellos, ni aislada ni conjuntamente, consiguen eliminar 
el virus del organismo, donde permanece en estado de infección persistente y latente 
(Ho, 1995). Distintos estudios realizados en el modelo experimental murino indican
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que la respuesta precoz de las células NK frente a la agresión viral en los órganos y 
tejidos parece determinante en el control de la infección primaria por el CMVH 
(Quinnan y Manischewitz, 1979; Bancroft et al., 1981; Shellam et aL, 1981; Bukowski 
et aL, 1984; Welsh et aL, 1991). Sin embargo, el control definitivo de la infección 
primaria por el CMVH depende de la activación clonal de células T CD8+ y CD4+ 
específicas, estas últimas tanto citolíticas como reguladoras (Quinnan et aL, 1982; 
Davignon et aL, 1996). En todo caso, el papel de las células T CD8+ parece clave no 
sólo en la terminación de la fase aguda de la infección primaria sino también en la 
reducción de la cantidad de virus que se instala latentemente en el organismo y por lo 
tanto del riesgo de recurrencias (Polic et aL, 1998; Steffens et aL, 1998). La mayor 
parte de los clones celulares T (ya sean del fenotipo CD8+ o CD4+) específicos contra 
el CMVH que circulan en la sangre periférica después de la infección natural por el 
virus reconocen epítopos contenidos en unas pocas proteínas virales, particularmente 
en la fosfoproteína del tegumento pp65 (UL83) y en la proteína inmediato-precoz IE-1 
(exón 4). Concretamente, se han identificado hasta el momento 10 epítopos en pp65 y 
7 en IE-1 reconocidos por linfocitos T CD8+ humanos, reconocimiento restringido por 
distintos haplotipos HLA-I, más frecuentemente HLA-A2, HLA-B35 y HLA-B18 
(Reddehase, 2000). Sin embargo, una fracción de ellos, cuya magnitud varía 
individualmente, reconoce péptidos de otras proteínas virales tales como las 
glucoproteínas gB y gH y las fosfoproteínas ppl50 y pp28 (Borysiewickz et aL, 1988;
Alp et aL, 1991; McLaughlin et aL, 1994; Beninga et aL, 1995; He et aL, 1995; 
Boppana y Britt, 1996; Gyulai etaL, 2000).
El papel de los anticuerpos en el control de la infección primaria, de acuerdo con los 
datos obtenidos en el modelo murino, parece limitarse a reducir, en la medida de lo 
posible, la expansión del virus libre circulante (Jonjic et aL, 1994); de este modo 
podrían contribuir a minimizar la gravedad de la infección también en los humanos
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(Fowler etai., 1992; Adler etal., 1995; Britt y Mach, 1996). De hecho, parece que los 
individuos, tanto ¡nmunocompetentes como ¡nmunodeprimidos, que desarrollan una 
primoinfección claramente sintomática (síndrome mononucleósico) generan una 
respuesta de anticuerpos neutralizantes contra el CMVH de menor intensidad que 
aquellos en los que la primoinfección se presenta como un cuadro oligosintomático 
(más frecuentemente hepatitis anictérica) o asintomático por completo (Alberola etai., 
2000). Sin embargo, la participación de los anticuerpos funcionales contra el CMVH en 
la resolución de la infección primaria no es determinante; al menos esa conclusión se 
desprende de los estudios realizado en el modelo experimental murino (Jonjic et ai.,
1994).
Se ha acreditado que los anticuerpos capaces de neutralizar virus libre extracelular 
son eficaces frente al CMVH; sin embargo, es posible que anticuerpos con otras 
capacidades funcionales (mediadores de citotoxicidad celular o inhibidores de la 
transmisión intercelular del virus) sean también eficaces in vivo contra el virus. Esta 
posibilidad, sin embargo, no ha sido probada todavía. Los anticuerpos funcionales con 
capacidad para neutralizar el CMVH libre en ausencia del sistema del complemento, 
como se ha indicado con anterioridad, reconocen mayoritariamente a las 
glucoproteínas gB y gH. Curiosamente, los anticuerpos neutralizantes representan sólo 
una mínima fracción del total de los anticuerpos que se generan tras la infección por el 
CMVH, los cuales reconocen mayoritariamente varias fosfoproteínas del tegumento, 
particularmente ppl50 (Rasmussen etai., 1991; Lyu etai., 1991; Pereira etai., 1993); 
los anticuerpos de esta última especificidad carecen de actividad funcional contra el 
CMVH pero su detección es la base de la mayoría de ensayos serológicos que se 
emplean para el diagnóstico indirecto de las infecciones por el CMVH.
Como se ha mencionado anteriormente, el CMVH establece una infección persistente 
de bajo nivel replicativo en las glándulas salivares y en el aparato genitourinario, lo
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cual justifica el hecho de que la excreción urinaria y genital del virus sea habitual 
incluso en individuos ¡nmunocompetentes. No puede descartarse, sin embargo, que 
este modelo infectivo se produzca también en otros órganos tales como el sistema 
digestivo y el pulmón. Lo particular de esta situación es que el sistema inmunitario 
parece permitir este estadio infectivo; de hecho, no hay infiltración linfocitaria en los 
órganos infectados persistentemente por el CMVH.
El control de las reactivaciones del CMVH depende mayormente de las respuestas T 
CD8+ citotóxica y CD4+ colaboradora de memoria (CD45RA+) específicas; el papel de 
los anticuerpos neutralizantes sería, al igual que durante la primoinfección, evitar, en la 
medida de lo posible, la diseminación del virus libre y en consecuencia minimizar la 
gravedad clínica del proceso. Parece claro, sin embargo, que los anticuerpos 
funcionales contra el CMVH no pueden impedir la reactivación del virus aunque 
contribuyan a su resolución.
Por lo que respecta a los determinantes de patogenicidad del virus, se sabe que el 
CMVH dispone de varios mecanismos para escapar del reconocimiento por parte de las 
células ¡nmunitarias (Hengel et aL, 1998). Como a continuación se explica, estos 
mecanismos no sólo favorecen la perpetuación, y en ocasiones la progresión, de la 
propia infección por el CMVH, sino que además potencian la infección por otros 
microorganismos al provocar un estado de inmunodepresión fundamentalmente 
celular. En general, estos mecanismos interfieren en la presentación de antígenos 
tanto a células T CD4+ como CD8+ y protegen al virus de la acción de los anticuerpos 
dotados de actividad antiviral y de las células NK. Por ejemplo, los productos de los 
genes US3 y US2/US11, gp32/33 y gp24/gp33, bloquean selectivamente la 
presentación de antígenos restringida por moléculas de histocompatibilidad de clase I 
(HLA-I), el primero reteniendo complejos péptido-HLA I en el retículo endoplásmico
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(Ahn et aL, 1996; Jones et aL, 1996) y el segundo favoreciendo la degradación de 
moléculas HLA I  en el proteosoma (Wiertz et aL, 1996). El producto del ORF US6, 
gp21, bloquea la translocaclón de péptidos al Interior del retículo endoplásmico (Lehrer 
et aL, 1997); se Impide así la presentación de péptidos a las células T CD8+. El 
producto del gen US2 también es capaz de degradar varias proteínas que intervienen 
activamente en la presentación de antígenos restringida por moléculas HLA de dase II  
a células T CD4+ (Tomazin et aL, 1999). El producto del gen UL18 codifica una 
proteína homologa a las moléculas HLA de clase I  cuya función parece ser impedir el 
reconocimiento de las células infectadas por las células NK (Farrell et aL, 1997). El 
producto del gen UL33 actúa como un receptor para la fracción Fe de las 
inmunoglobulinas, se expresa en las células endoteliales y en los fibroblastos 
infectados y secuestra anticuerpos antivirales impidiendo de este modo su acción 
(MacCormac y Grundy, 1996).
Otro mecanismo de que dispone el CMVH para evadirse del control inmunitario del 
hospedador es la producción de proteínas que actúan como receptores para las 
quimioquinas RANTES y MIP-1. Se trata de las proteínas codificadas en los genes 
US28 y US27 (proteínas homologas de receptores ligados a proteínas G). Por este 
mecanismo se consigue secuestrar a las quimioquinas en la superficie de las células 
infectadas evitando así su participación en el reclutamiento y concentración de células 
inmunitarias en el foco de infección (Hengel etaL, 1998). A tenor de lo anterior resulta 
difícil explicar cómo el sistema inmunitario es capaz de contener la infección por el 
CMVH disponiendo éste de tan variados modos de subvertir los mecanismos de 
defensa antiviral de aquél. Pues bien, es posible que no todos estos mecanismos sean 
operativos, y por tanto tengan relevancia, in viva, por otra parte, parece que el 
sistema inmunitario es capaz de poner en marcha mecanismos compensatorios
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destinados a minimizar el efecto de aquellos otros que permiten al CMVH evadirse 
(Reedhase, 2000).
Un hecho de gran trascendencia en la patogenia del CMVH es que puedan producirse 
reactivaciones, sintomáticas o no, en presencia de títulos altos de anticuerpos 
neutralizantes en las mucosas y en el suero. Este hecho podría estar relacionado con la 
capacidad de interacción del CMVH con proteínas presentes en las secreciones o en el 
plasma (fibrinógeno, p2-microglobulina) (Grundy et ai, 1987) que protegerían ai 
CMVH del efecto neutralizante de los anticuerpos específicos y con la producción por 
parte del huésped de anticuerpos bloqueantes que impedirían la unión de anticuerpos 
neutralizantes al CMVH (Speckner etai, 1999).
Por otra parte, existen evidencias experimentales que sugieren la existencia de cepas 
de distinto tropismo y virulencia. En esta línea, se ha observado que algunos genotipos 
gB (Chou y Dennison, 1991) (cuyo análisis se efectúa mediante amplificación del gen 
gB y su posterior restricción con enzimas) del CMVH parecen asociarse con mayor 
frecuencia que otros al desarrollo de retinitis en el paciente con SIDA o, en general, a 
determinadas enfermedades orgánicas asociadas al CMVH en el paciente trasplantado; 
no obstante, hay investigadores que no encuentras esa asociación (Fries et ai., 1994; 
Bongarts et ai., 1996; Shepp et ai., 1996; Vogelberg etal., 1996; Rasmussen etai., 
1997a; Torok-Storb et ai., 1997; Woo et ai., 1997; Meyer-Kónig et al., 1998; Peek et 
ai., 1998; Zipeto et ai., 1998; Gilbert et ai., 1999). Igualmente se ha demostrado la 
existencia de cepas con distinta capacidad replicativa en el modelo experimental 
murino con inmunodeficiencia combinada (Brown et ai., 1995) en linfocitos (Einhorn y 
Óst, 1984) y en células hematopoyéticas (Simmons et ai., 1990). Ahora bien, se 
desconoce si estas variaciones en el tropismo y virulencia de distintas cepas en 
modelos experimentales tienen alguna relevancia en la infección natural en humanos.
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1.7 Manifestaciones clínicas de la infección por el CMVH
1.7.1 En el paciente inmunocompetente
La primoinfección por el CMVH suele ser asintomática en el individuo con un 
funcionamiento normal del sistema inmunitario. El cuadro clínico más habitual de las 
primoinfecciones sintomáticas es el de un síndrome mononucleósico que es difícil de 
distinguir del que produce el virus de Epstein-Barr (Klemola y Kaarianien, 1965). 
Clínicamente aparece fiebre moderada o alta, adenopatías y en ocasiones 
esplenomegalia. No es infrecuente la aparición de un exantema maculopapular 
asociado o no al consumo previo de ampicilina. Los hallazgos analíticos acompañantes 
más frecuentes son: linfomonocitosis con abundantes linfocitos atípicos, elevación de 
las transaminasas, y la aparición ocasional de crioglobulinas o del factor reumatoide. 
Este cuadro puede asociarse con complicaciones clínicas más graves, aunque éstas 
pueden formar parte del cuadro clínico inicial: hepatitis granulomatosa con ictericia, 
neumonitis intersticial, síndrome de Guillain-Barré, meningoencefalitis, miocarditis o 
anemia hemolítica asociada con trombocitopenia (Ho etai., 1995). Las reactivaciones o 
reinfecciones en el individuo inmunocompetente son por lo general asintomáticas o 
cursan como un síndrome febril inespecífico (Ho etai, 1995).
1.7.2 Infección congénita y perinatal
La infección intrauterina o congénita por el CMVH ocurre en un 0.5-2% de todas las 
gestaciones. Es menos frecuente que la infección perinatal y suele asociarse con una 
primoinfección materna en la primera mitad del embarazo (Alford y Britt, 1990). Sin 
embargo, menos de una cuarta parte de los niños infectados intrauterinamente 
desarrollan una infección sintomática, aunque ésta puede ser grave. En este último
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caso cursa con hepatoesplenomegalia e ictericia, exantema petequial, y afectación del 
sistema nervioso central con microcefalia, compromiso del oído interno, alteraciones 
motoras, coriorretinitis y microcalcificaciones cerebrales (Stagno et a!., 1977). Si la 
enfermedad se resuelve favorablemente suelen persistir secuelas en forma de retraso 
mental, pérdida de la capacidad de audición y afectación visual de intensidad y 
gravedad variables (Hanschaw et aL, 1976; Stagno et ai, 1977). En ocasiones, las 
secuelas son la forma de presentación de la infección congénita por el CMVH. La 
infección perinatal por el CMVH es más frecuente que la anterior aunque normalmente 
menos grave. La afectación multiorgánica y del sistema nervioso central de forma 
aislada son poco frecuentes. El neonato adquiere la infección al ponerse en contacto 
con secreciones cervicovaginales que contienen el virus o a través de la leche materna 
infectada. Clínicamente suele ser asintomática, si bien puede presentarse como un 
cuadro mononucleósico, o como una neumonitis intersticial de evolución insidiosa 
(Alford y Britt, 1990).
1.7.3 Infección en el paciente inmunocomprometido
La enfermedad por el CMVH es muy frecuente en el huésped inmunocomprometido y 
está ligada tanto a primoinfecciones, particularmente en el paciente sometido a 
trasplante de órganos sólidos, cuanto a infecciones secundarias (reactivación o 
reinfección). Sin embargo, la frecuencia de aparición y el espectro de las 
manifestaciones clínicas que se observan varían en función del tipo de 
inmunosupresión. Los pacientes sometidos a trasplante de órganos experimentan con 
gran frecuencia infecciones sintomáticas por el CMVH en relación con el tratamiento 
inmunosupresor que reciben, particularmente los sometidos a trasplante alogénico de 
médula ósea, trasplante hepático y de riñón (Ho, 1991). Por el contrario, en los
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pacientes con enfermedades neoplásicas que reciben tratamiento inmunosupresor la 
morbilidad y la frecuencia de enfermedad por el CMVH son sustancialmente inferiores a 
la de los pacientes trasplantados (Ho, 1991). Sin duda, el SIDA es en la actualidad la 
enfermedad de base en la que se observa con mayor frecuencia la enfermedad por el 
CMVH en cuyo marco puede adquirir formas muy diversas. La enfermedad orgánica 
por el CMVH en el SIDA es tardía y suele afectar a enfermos con recuentos de células 
T CD4+ periféricas inferiores a 50/mm3 (Gallant etai, 1992).
En general, las manifestaciones clínicas más frecuentes asociadas con la infección por 
el CMVH en los enfermos ¡nmunodeprimldos son las siguientes:
1.7.3.1 Síndrome febril y leucotrombopenia
Se trata de un cuadro clínico relativamente frecuente aunque difícil de diagnosticar. 
Es particularmente frecuente en el paciente sometido a trasplante de médula ósea. Se 
define por la presencia de fiebre de 38°C continua o Intermitente durante al menos 1 
semana sin otra causa que lo justifique y la presencia de leucopenia, trombopenla y en 
ocasiones llnfocitosis atíplca (Ho, 1991).
1.7.3.2 Neumonitis
La neumonitis intersticial o alveolar es una entidad frecuente en el paciente sometido 
a trasplante de médula ósea y pulmón. Es menos frecuente en enfermos que reciben 
otros trasplantes y en el marco del SIDA. En estos últimos suele asociarse a la 
Infección por Pneumocystis carinii. Clínicamente cursa con fiebre, disnea e hipoxia que 
puede ser severa. La mortalidad de esta infección en el paciente trasplantado es muy 
alta a pesar de la administración de ganciclovlr (Ho, 1991). Radiológicamente suele
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mostrarse como un patrón intersticial aunque también puede hacerlo como un patrón 
alveolar.
Figura 1.8. Neumonitis por Citomegalovirus. Infiltrado pulmonar bilateral de tipo 
intersticial.
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Figura 1.9. Biopsia de pulmón de un paciente con neumonitis por el CMVH. 
Inclusiones típicas producidas por el CMVH.
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1.7.3.3 Enfermedad gastrointestinal
Es particularmente frecuente en el marco del SIDA, aunque también se observa en 
los pacientes trasplantados. Puede afectarse cualquier tramo del tubo digestivo. La 
imagen endoscópica y la histopatología de la biopsia son comunes a todas ellas, 
observándose hemorragias en la submucosa y múltiples ulceraciones (Ho, 1995). El 
CMVH es el agente etiológico en un 5-10% de las colitis que afectan a los enfermos de 
SIDA. Clínicamente se caracterizan por la presencia de frecuentes deposiciones 
acuosas aunque de escasa cantidad, dolor abdominal, fiebre y en ocasiones tenesmo. 
En algunos casos pueden presentarse como una diarrea hemorrágica o como una 
perforación intestinal. La esofagitis por el CMVH en estos pacientes es menos 
frecuente que la que produce el VHS-1 de la que es clínicamente indistinguible (Ho,
1995).
Figura 1.10. Visión macroscópica de una úlcera cecal producida por el CMVH.
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1.7.3.4 Enfermedad hepatobiliar
Las hepatitis por el CMVH son frecuentes en los enfermos inmunodeprimidos, aunque 
son más "biológicas" que clínicas, cursando con una elevación de las transaminasas y 
siendo la hiperbilirrubinemia con ictericia poco habitual. Sin embargo en el 
trasplantado hepático puede adquirir una mayor gravedad ya que incluso puede 
conducir a un fallo funcional hepático. La afectación de las vías biliares no es común 
aunque se han descrito varios casos de colangitis esclerosante en pacientes con SIDA, 
colecistitis alitiásicas e incluso pancreatitis (Ho, 1995).
Figura 1.11. Imagen histológica de una hepatitis producida por el CMVH.
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1.7.3.5 Retinitis
La retinitis por el CMVH es una patología frecuente en estados de inmunodepresión 
grave. Puede afectar a enfermos trasplantados en cualquier momento tras el 
trasplante, aunque es más frecuente en enfermos de SIDA con recuentos de células T 
CDQ+ inferiores a 50/mmP. Clínicamente se caracteriza por ser unilateral en su 
presentación; sin embargo, acaba siendo bilateral en la mayoría de los casos. Aunque 
puede ser asintomática y constituir un hallazgo de la autopsia, lo habitual es que curse 
con una pérdida progresiva de la visión, con deformidad de las imágenes y visión 
borrosa que frecuentemente conduce a la ceguera (Ho, 1995). El examen 
oftalmoscópico resulta esencial para su diagnóstico. En éste se observan lesiones 
granulares blanco-grisáceas asociadas a hemorragias más o menos extensas y a una 
perivasculitis.
Figura 1.12. Imagen oftaimoscópica de una retinitis producida por el CMVH.
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1.7.3.6 Enfermedad del Sistema Nervioso central y Periférico
La forma más grave de afectación del sistema nervioso central en pacientes 
inmunodeprimidos es la encefalitis, la cual suele acompañarse de necrosis ependlmal 
perlventrlcular. Hay otros cuadros neurológlcos producidos por el CMVH, algunos de 
los cuales son más frecuentes que la propia encefalitis tales como mielitis, neuritis y 
polirradiculomlelopatía subaguda ascendente (Ho, 1995).
1.7.3.7 Enfermedad glandular
La afección de las glándulas endocrinas ha sido observada en pacientes con SIDA 
como parte de una infección sistémica por el virus. La adrenalltls es el cuadro más 
frecuentemente encontrado, aunque otros como la ooforltis o la tiroldltls también han 
sido descritos (Ho, 1995).
1.8 El CMVH en el marco de la infección por el VIH-1
La mayoría de los Individuos Infectados con el virus VIH-1, particularmente los que se 
encuentran en el estadio de SIDA, lo están simultáneamente por el CMVH (Gallant et 
al., 1992; Arrlzabalaga et ai, 1994). En ellos el CMVH se replica persistentemente en 
diferentes órganos y tejidos sin generar daño ostensible, tanto más cuanto mayor es el 
deterioro del sistema inmunltario, y así, a medida que progresa la infección por el VIH- 
1, es cada vez más frecuente encontrarlo en algunas secreciones (saliva, exudado 
cervical y semen), diversos líquidos orgánicos (orina y fluido broncoalveolar) e Incluso 
en la sangre periférica (células leucocitarlas y plasma) precediendo esta última 
situación a la aparición de una enfermedad orgánica; de hecho existe una correlación 
significativa entre la cantidad de ADN viral en el plasma (también en el interior de los
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leucocitos polimorfonucleares) y la probabilidad de que se desarrolle una enfermedad 
orgánica por el CMVH (Spector et ai., 1998; Spector et ai., 1999). No obstante, es 
curioso comprobar que, con independencia del grado de inmunosupresión individual, 
no en todos los pacientes infectados por el VIH-1 se desarrollan infecciones activas con 
viremia y no en todos los pacientes con SIDA avanzado se declara una enfermedad 
orgánica sintomática por el CMVH. Estos hechos sugieren que además de la 
inmunodepresión celular parece necesaria la intervención de otros factores que 
coadyuven en la génesis de la enfermedad invasiva por el CMVH. Podría aventurarse 
que uno de ellos es la calidad de la respuesta funcional de anticuerpos contra el CMVH, 
aunque por el momento no hay pruebas de ello; por otra parte podrían intervenir 
factores de índole genética: en ese sentido, Schrier et ai., (1994) afirman que los 
individuos con los haplotipos HLA A2B44, B51 y DR7 están predispuestos a desarrollar 
retinitis y enfermedad del S.N.C. por el CMVH en el marco del SIDA. En un estudio 
posterior esos mismos autores constatan que la particular predisposición a sufrir 
retinitis de los enfermos con los haplotipos mencionados se debe a su incapacidad para 
la presentación de determinados péptidos a las células T (Schrier et ai., 1995). 
Tampoco es descartadle que haya cepas de CMVH con mayor tropismo por unos 
tejidos que por otros o incluso que haya cepas más virulentas que otras. Hay algunos 
indicios en este sentido (Fríes et al., 1994; Brown et ai., 1995; Rasmussen et ai., 
1997b; Meyer-Koning et ai., 1998) aunque este extremo no haya sido demostrado 
concluyentemente. Con anterioridad a la implantación de las nuevas terapias 
antirretrovirales de gran eficacia hasta un 40% de los pacientes con SIDA avanzado 
(recuentos de células T CD4+ inferiores a 100/mm3) desarrollaban una enfermedad 
orgánica por el CMVH clínicamente ostensible (Ho, 1995). En un 75-90% de los casos 
se afectaba la retina, uni o bilateralmente, en un 5-15% el tracto gastrointestinal, 
generalmente en forma de colitis, y en menos de un 5% la enfermedad afectaba al
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sistema nervioso central, al pulmón o a las glándulas endo o exocrlnas (Drew, 1992;
Fuller, 1992; Ho, 1995). En la actualidad la morbilidad y la mortalidad por la 
enfermedad Invasiva por el CMVH se han reducido considerablemente con la 
Implantación de las combinaciones terapéuticas antirretrovírales de gran eficacia 
(Palella et ai, 1998). Este hecho ha sido vinculado con la recuperación funcional de la 
inmunidad específica contra el CMVH (Schrier et ai, 1996; Komandurl et ai, 1998) 
consecuencia del control farmacológico de la infección por el VIH-1. El efecto supresor 
de la replicaclón del CMVH asociado al uso de las combinaciones terapéuticas 
mencionadas parece Incluso alcanzar a pacientes que ya han desarrollado una 
enfermedad orgánica. En efecto, MacDonald et ai, (1998) estudiaron 
prospectivamente a 11 pacientes afectos de retinitis por el CMVH en estado de 
Inactividad a quienes administraron una combinación de gran eficacia antírretroviral al 
tiempo que retiraban el tratamiento de mantenimiento con ganclclovlr; estos 
investigadores aseveran que en ninguno de los pacientes que respondieron 
satisfactoriamente a aquélla se reactivó la retinitis. Tural etai, (1998) por su parte no 
observaron reactivación de retinitis uni o bilateral en 6 pacientes tratados con 
combinaciones antirretrovírales de gran eficacia a quienes se les había retirado el 
tratamiento supresor con ganclclovir oral. Contamos también con datos virológlcos que 
sugieren que estas combinaciones terapéuticas mejoran ostensiblemente la disposición 
del sistema ¡nmunitario para combatir la Infección activa por el CMVH. Gerna et ai, 
(1998) aseguran que la prevalencla de ADNemia ¡ntraleucocitarla en 38 pacientes con 
recuentos de células T CD4+ inferiores a 50/mm3 tratados con combinaciones 
terapéuticas de gran eficacia disminuyó paralelamente a la reducción de la carga 
plasmática del VIH-1 y al aumento del número de células T CD4+ periféricas, hasta ser 
nula 36 semanas después de comenzar el tratamiento. Sólo uno de estos pacientes 
desarrolló una enfermedad orgánica sintomática por el CMVH. No obstante lo anterior,
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la enfermedad orgánica por el CMVH sigue diagnosticándose en los pacientes que no 
responden a las mencionadas terapias. Del mismo modo se observan otras formas de 
enfermedad orgánica (que suelen afectar al globo ocular) cuya patogenia parece ligada 
a la recuperación inmunitaria de estos pacientes, esto es a la activación de linfocitos T 
CD8+ específicos frente al CMVH (Jacobson et al., 1997; Cassoux etaL, 1999; Mitchell 
etai., 1999).
El CMVH además de ser por sí mismo causa frecuente de morbilidad y mortalidad en 
el paciente infectado por el VIH-1 potencia a éste y con ello acelera la progresión del 
paciente seropositivo asintomático hacia el SIDA. Se sabe que las proteínas inmediato- 
precoces del CMVH, IE-1 e IE-2, transactivan independiente y sinérgicamente con la 
proteína del VIH-1 tat el promotor del LTR del VIH-1 amplificando la actividad 
transcripcional del genoma viral en la célula coinfectada (Skolnik etaL, 1988; Ghazal et 
ai., 1991; Dal Monte et al., 1997). La proteína producto del ORF US28 del CMVH 
(estructuralmente relacionada con la familia de los receptores para las quimioquinas) 
facilita la entrada del VIH-1 en las células previamente infectadas por el CMVH 
(Pleskoff etaL, 1998). Por su parte el VIH-1 potencia la infección por el CMVH no sólo 
directamente al provocar el consumo de las células T CD4+, necesarias para mantener 
a éste en estado de latencia, sino también indirectamente, por ejemplo a través de la 
hiperproducción de IL-8 por parte de los monocitos debida a la estimulación de éstos 
por la gpl20 (glucoproteína de superficie) libre del VIH-1 (Capobianchi et al., 1997).
1.9 Diagnóstico de la infección por el CMVH
El diagnóstico microbiológico de la infección por el CMVH puede realizarse utilizando 
métodos directos o indirectos. Resulta más difícil, sin embargo, establecer de modo 
incontrovertible el diagnóstico de enfermedad orgánica, particularmente la secundaria
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a reactivación viral en el paciente inmunocomprometido. Esto último debido a la 
persistencia indefinida del virus en el organismo tras la primoinfección, lo que hace que 
su detección no implique necesariamente la existencia de enfermedad.
1.9.1 Diagnóstico de la infección por el CMVH.
a. Observación en las muestras clínicas del efecto citopatógeno característico que 
produce el CMVH en las células infectadas. El diagnóstico citológico o histopatológico 
de la infección por el CMVH se basa en la observación de las llamadas células 
citomegálicas. Éstas pueden ser distinguidas fácilmente tras tinción de Giemsa de las 
muestras clínicas: se caracterizan por ser de gran tamaño (entre 2 a Q veces el tamaño 
normal) y contener inclusiones intranucleares típicas (en ojos de "búho") y en 
ocasiones citoplasmáticas, las primeras rodeadas de un halo claro. Esta técnica es muy 
poco sensible por lo que su negatividad no excluye la existencia de una infección activa 
por el CMVH (Ho, 1991).
Figura 1.13. Célula citomegálica típica. Tinción de Giemsa.
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b. Técnicas que detectan en las muestras algún componente estructural del virus 
(proteínas o ácidos nucleicos).
b.l. Detección de proteínas víricas (IE1-72 Kd, ppl50 o pp65) mediante 
inmunofluorescencia directa o técnicas de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos 
monoclonales (Alford y Britt, 1990). Estos procedimientos son rápidos, sencillos de 
realizar y muy específicos, aunque su sensibilidad es inferior a la del cultivo celular. Se 
utilizan habitualmente sobre material biópsico o autópsico, líquido cefalorraquídeo, 
lavado broncoalveolar o células de sangre periférica.
Figura 1.14. Detección de la proteína vírica IE1 mediante inmunofluorescencia 
directa en cultivos celulares infectados. Técnica del "shell-vial".
b.2. Detección de ácidos nucleicos. Las técnicas de hibridación con sondas específicas 
han sido utilizadas con éxito en el diagnóstico de la infección por el CMVH, 
particularmente la hibridación in situ sobre muestras tisulares, sin embargo el 
advenimiento de la PCR ha limitado su uso. La amplificación de ADN mediante PCR es
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una técnica muy sensible y específica cuando se utilizan iniciadores complementarios a 
secuencias conservadas entre las diferentes cepas del CMVH, y puede ser realizada a 
partir de cualquier muestra clínica (Hsia et ai, 1989; Chou, 1990b). Sin embargo esta 
técnica no permite distinguir entre virus en estado replicativo y virus latente lo que 
supone un serio problema a la hora de llegar al diagnóstico de enfermedad orgánica 
como más adelante se discute. Este problema se ha intentado obviar realizando una 
amplificación cuantitativa del ADN del CMVH, entendiendo que a mayor cantidad de 
ADN presente en la muestra mayor probabilidad de que se trate de una infección 
replicativa que de una latente. La detección de ARN mensajero vírico mediante PCR 
reversa contribuye a resolver este problema puesto que su presencia supone actividad 
transcripcional en la célula infectada y muy probablemente actividad replicativa del 
virus (Gozlan etai, 1993).
b.3. Técnicas que permiten recuperar el virus de las muestras. El cultivo celular sigue 
siendo la técnica diagnóstica de referencia. El CMVH puede recuperarse a partir de 
cualquier muestra clínica siempre que ésta sea correcta y rápidamente transportada al 
laboratorio. El CMVH suele cultivarse en fibroblastos humanos recientemente 
explantados (HFF), o en líneas celulares diploides procedentes de pulmón fetal (WI-38 
o MRC-5) (Chou, 1990a). El efecto citopatógeno característico inducido por el CMVH 
puede observarse en pocos días o varias semanas (media de 2 semanas) dependiendo 
de la carga viral presente en la muestra procesada. La presencia del CMVH en el 
cultivo celular puede ponerse de manifiesto 24-48 horas después de la inoculación de 
la muestra mediante inmunofluorescencia directa utilizando anticuerpos monoclonales 
frente a la proteína IE1 (Figura 1.14) o tras amplificación del ADN o ARN viral 
mediante PCR. En sustitución del cultivo convencional, la mayoría de los laboratorios 
de microbiología utilizan una variante de éste conocida como cultivo-centrifugación o
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"shell-vial" (Alpert et ai, 1985; Crawford et aL, 1988; Chou, 1990a). Esta técnica se 
basa en el efecto amplificador de la centrifugación a baja velocidad sobre la 
infectividad de los cultivos celulares por parte del virus presente en las muestras. Se 
utilizan para ello viales en cuya base reposa un cubreobjetos circular sobre el que se 
desarrolla una monocapa celular. La muestra se inocula y el vial es centrifugado a baja 
velocidad. Tras una incubación de 16-24 horas se extrae el cubreobjetos y se tiñe con 
anticuerpos monoclonales frente a la proteína IE-1 marcados con un enzima o con 
fluoresceína. Esta técnica es más sensible y de especificidad comparable a la del 
cultivo celular convencional (Chou, 1990a).
c. Demostración de la existencia de una respuesta específica de anticuerpos frente a 
proteínas ¡nmunogénicas del virus. Se han descrito numerosas técnicas que permiten 
poner de la presencia de anticuerpos específicos frente al CMVH, las más utilizadas son 
el ELISA convencional, el ELISA de inmunocaptura (para la detección de IgM), la 
inmunofluorescencia indirecta y la aglutinación pasiva con partículas de látex. La 
serología es útil en el diagnóstico de la primoinfección por el virus en la que se 
demuestra la presencia de seroconversión o de IgM específicas, sin embargo no lo es 
tanto en las reactivaciones o reinfecciones por el CMVH, puesto que éstas pueden no 
acompañarse de una reaparición de IgM o de una elevación consistente en el título de 
anticuerpos IgG totales. Por otra parte la detección de IgM específica no garantiza la 
existencia de una primoinfección puesto que ésta puede persistir en suero durante 
algún tiempo tras el primer contacto con el virus o puede reaparecer en las 
reactivaciones (Chou, 1990a; Ho, 1995).
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Tabla 1.2 Técnicas serológicas utilizadas para el diagnóstico indirecto de la infección 
por el CMVH.
Técnica Ventajas Inconvenientes
Fijación de complemento Baja sensibilidad, no detecta los 
diferentes isotipos
Inmunofluorescencia indirecta Sensible. Detecta ¡sotlpos Falsos positivos IgG
Inmunofluorescencia indirecta 
anticomplementaria
Muy sensible 
Evita falsos positivos
Sólo detecta IgG
Aglutinación con partículas de 
látex
Sencillez, rapidez y 
sensibilidad
Fenómeno de prozona
Enzimoinmunoensayo IgG Automatización y sensibilidad
Enzimoinmunoensayo IgM indirecto Automatización y sensibilidad Es necesario absorber sueros 
positivos con factor reumatolde 
para evitar falsos positivos. 
Falsos negativos
Enzimoinmunoensayo IgM de 
captura
Automatización y sensibilidad Discordancia con otros 
resultados
1.9.2 Diagnóstico de la enfermedad orgánica por el CMVH
Existen varios hechos relacionados con la propia biología del CMVH que dificultan el 
establecimiento de un diagnóstico incontrovertible de enfermedad orgánica por el 
CMVH. El más Importante es la persistencia Indefinida del virus en el organismo tras la 
primoinfección. Como antes se ha mencionado, el CMVH puede establecer una 
Infección persistente de bajo nivel replicatlvo en las glándulas salivares, o en el aparato 
genitourinario, por lo que su aislamiento o detección a partir de la saliva, orina, semen 
o exudado del cérvix uterino no Implica Indefectiblemente la presencia de enfermedad. 
El CMVH, además, infecta latentemente determinados tipos celulares presentes en 
sangre periférica y en órganos como el pulmón, hígado o el bazo, en los cuales no es
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descartable que también produzca una infección persistente, por lo que el cultivo del 
virus o la detección de ADN vírico en muestras procedentes de estas localizaciones no 
permite asegurar la existencia de enfermedad. Tomando en consideración estos 
hechos, puede afirmarse que la presencia de inclusiones intranucleares específicas del 
CMVH en biopsias del epitelio intestinal o de la retina, hígado, cerebro, glándulas 
endocrinas o pulmón constituye la evidencia más significativa de que el virus está 
causando o contribuyendo a causar patología en tales órganos (Ho, 1995); sin 
embargo, la ausencia de células con efecto citopático característico no permite 
descartar la enfermedad debido a la escasa sensibilidad de las técnicas citológicas. La 
detección de ARN mensajero viral o de proteínas precoces o tardías en células 
pertenecientes a estos órganos junto con el cultivo del virus a partir de tales muestras 
apoya, aunque no es concluyente, el diagnóstico de enfermedad por el CMVH. Por el 
contrario la detección cualitativa del ADN mediante hibridación o PCR en estas 
muestras posee por lo general poco valor diagnóstico (Ho, 1995). Quizá una excepción 
sea en el diagnóstico de la enfermedades del sistema nervioso central y periférico y de 
la retina en las que existe una correlación directa entre la detección de ADN del CMVH 
por PCR en el líquido cefalorraquídeo o en el humor vitreo y acuoso, respectivamente, 
y la existencia de enfermedad orgánica en esas localizaciones (Gozlan et a!., 1992; 
Wolf y Spector, 1992; Arribas etaL, 1995).
La presencia del CMVH en la sangre periférica es un buen marcador, aunque no 
incontrovertible, de infección diseminada, pero en particular lo es de riesgo inminente 
de afección orgánica, de hecho constituye un criterio de inicio de tratamiento en 
ciertos pacientes ¡nmunodeprimidos; sin embargo es importante resaltar que el CMVH 
puede encontrarse en la sangre esporádicamente en ausencia de enfermedad 
orgánica. Este hallazgo es frecuente en los pacientes infectados por el VIH-1 (Gerna et 
ai, 1990). El cultivo del virus a partir de la capa leucocitaria (viremia) mediante cultivo
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convencional o mediante "shell vial" es técnicamente exigente y menos sensible que 
otro procedimiento denominado prueba cuantitativa de la antigenemia (pp65). Esta 
última es una técnica de ejecución sencilla y detecta la presencia de la fosfoproteína de 
matriz (pp65) en las células leucocitarias de la sangre periférica mediante 
inmunofluorescencia o técnicas de inmunoperoxidasa empleando un anticuerpo 
monoclonal como revelador (Revello et al., 1989; Pérez et a i, 199Q). La presencia de 
más de 50 células fluorescentes (fluorescencia nuclear) en 2xl05 leucocitos se asocia 
significativamente con la presencia de enfermedad visceral por el CMVH (Freymuth et 
a!., 199Q).
Figura 1.15. Antigenemia pp65 positiva (10X y 40X).
Como alternativa a esta prueba se han desarrollado otras que todavía se encuentran 
en fase de evaluación y cuya positividad se correlaciona estrechamente con la 
presencia de enfermedad orgánica por el CMVH; son: la ADNemia cuantitativa, que 
determina mediante PCR el número de copias de ADN vírico en las células leucocitarias
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de sangre periférica (Shibata et al., 1988; Jiwa et al., 1989; Gerna et a!., 1991, 1992; 
Zippeto et al., 1992), la ADNemia en suero o plasma que detecta cualitativamente la 
presencia de ADN vírico en suero mediante PCR (Brytting et al., 1992; Spector et a!., 
1992) y la ARNemia en leucocitos que detecta ARN mensajero de genes precoces o 
tardíos mediante PCR-inversa en leucocitos de sangre periférica (Gozlan et a/., 1993; 
Meyer-Konig et al., 1995). En la actualidad existen varios métodos comercializados 
capaces de cuantificar el ADN del CMVH en los leucocitos de la sangre periférica 
mediante PCR convencional que utiliza controles internos (Amplicor, Roche), técnicas 
de amplificación de señal ("Branched DNA CMV 2.0, Chiron) o de captura de híbridos 
cuya evaluación está en marcha (Boivin et a!., 1998; Boom et a!., 1999; Pellegrin et 
al., 1999). Concretamente, la presencia de enfermedad orgánica se correlaciona 
directamente con la presencia de un elevado número de copias de ADN viral en la 
sangre periférica; sin embargo el número de copias umbral no está definido con 
precisión (Bowen etaL, 1997; Shinkai etaL, 1997; Rasmussen etaL, 1997a; Spector 
etaL, 1998).
1.10 Tratamiento de la infección por el CMVH
Actualmente se dispone de fármacos muy activos frente al CMVH y que han mejorado 
sensiblemente el pronóstico de las infecciones graves producidas por este virus. Los 
más representativos son el ganciclovir y el foscarnet y los más recientes cidofovir y 
valganciclovir (Sia y Patel, 2000). El ganciclovir es un inhibidor competitivo de la ADN 
polimerasa viral, análogo nucleosídico estructuralmente emparentado con el aciclovir, 
10-100 veces más activo frente al CMVH que éste. Las indicaciones de su uso en este 
momento son: tratamiento de las infecciones agudas graves producidas por el virus, 
tratamiento preventivo en individuos con elevado riesgo de desarrollar una infección
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grave por el CMVH y el tratamiento de la enfermedad orgánica establecida. La eficacia 
de ganciclovir es variable en función de la patología de que se trate. Así, entre un 70- 
85% de los pacientes con SIDA y retinitis o afección gastrointestinal mejoran 
ostensiblemente tras pocas semanas de tratamiento (Ho, 1995); por el contrario las 
neumonitis, tanto en enfermos con SIDA como en los pacientes sometidos a trasplante 
de órganos, no responden siempre satisfactoriamente a esta terapia. Su efecto 
beneficioso como terapia de prevención se basa en su capacidad para suprimir la 
excreción de virus a través de las secreciones y la presencia del CMVH en la sangre 
(viremia). El ganciclovir se administra habitualmente por vía intravenosa y se elimina 
por vía renal, por lo que la dosis debe ajustarse a la fundón renal del enfermo. El 
ganciclovir es un fármaco potencial mente tóxico: el efecto secundario más grave es la 
neutropenia; ésta generalmente revierte tras suprimir el tratamiento. Actualmente se 
conoce que el uso prolongado de ganciclovir puede tener como consecuencia la 
selección de mutantes resistentes, por lo que debe restringirse su uso al tratamiento 
de infecciones graves por el CMVH. El foscarnet (fosfonoformato trisódico) es un 
inhibidor selectivo de las ADN polimerasas víricas y al mismo tiempo es capaz de 
inhibir la actividad de la transcriptasa inversa del VIH-1. El foscarnet se administra por 
vía intravenosa y es potencialmente nefrotóxico. Aunque no existe unanimidad al 
respecto, el foscarnet está indicado como tratamiento alternativo a ganciclovir en el 
tratamiento de infecciones agudas severas o de mantenimiento, particularmente en 
aquellos casos en los que se produzcan efectos adversos al ganciclovir o exista 
resistencia acreditada a dicho fármaco. El cidofovir es un nuevo análogo nucleósido 
que a diferencia de ganciclovir no necesita ser fosforilado por la kinasa vírica para ser 
activo. Se emplea en el tratamiento de la enfermedad por el CMVH en el marco del 
SIDA. El valganciclovir es un ester valina del ganciclovir. La mayor virtud de este 
fármaco es su biodisponibiiídad.
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1.11 Prevención de la infección y de la enfermedad 
orgánica producida por el CMVH
La prevención de la infección activa por el CMVH es un objetivo primordial en los 
pacientes trasplantados, los enfermos de SIDA y en las gestantes seronegativas. La 
utilización de sangre u órganos procedentes de individuos seronegativos elimina el 
riesgo del receptor de adquirir el CMVH. La administración de ganciclovir de forma 
preventiva ante la presencia de viremia (terapia "preemptive") se ha demostrado eficaz 
en reducir el riesgo de desarrollo de enfermedad visceral por el CMVH en los pacientes 
inmunodeprimidos ya infectados por el virus. Igualmente, la administración de 
gammaglobulina con alta actividad neutralizante frente al CMVH se ha mostrado eficaz 
en disminuir la incidencia y la severidad de la enfermedad orgánica por el CMVH en 
enfermos seronegativos sometidos a trasplante de médula ósea y de riñón (Ho, 1995). 
Por lo que respecta a la inmunoprofilaxis activa se dispone de una vacuna de virus 
atenuado (cepa Towne) que ha sido probada en individuos tanto seronegativos como 
en seropositivos con alto riesgo de sufrir una enfermedad sintomática por el CMVH. La 
eficacia de esta vacuna es parcial puesto que aminora la sintomatología de la 
primoinfección y reduce discretamente el riesgo de desarrollo de enfermedad en el 
paciente de alto riesgo pero no evita la instauración de una infección persistente por el 
virus o la reactivación de éste en individuos seropositivos. Por esta razón y por el 
riesgo que supone introducir un virus vivo como el CMVH en el organismo se trabaja 
actualmente en la optimación de una vacuna subunitaria utilizando como inmunógeno 
la gB viral y en un prototipo de vacuna ADN (Plotkin, 1999).
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Materia! y métodos
2.1 Grupos de estudio y muestras analizadas
2.1.1 Estudio transversal
En este estudio se ha analizado una única muestra de suero, y en su caso de sangre 
anticoaguiada con EDTA, de 95 individuos distribuidos en cuatro grupos de población: 
El grupo 1 incluyó a 19 personas sanas (grupo control), cuyas edades y sexos se 
muestran en ia Tabla 2.1
Tabla 2.1 Características de los individuos del grupo 1 (control).
Paciente n° Edad Sexo
1 19 V
2 28 V
3 31 H
4 34 H
5 35 H
6 40 H
7 30 V
8 25 H
9 30 V
10 25 H
11 26 H
12 30 V
13 32 V
14 25 H
15 26 V
16 26 H
17 27 V
18 32 V
19 26 H
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El grupo 2 incluyó a 26 pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático 
de la Infección. En la Tabla 2.2 se muestran la edad, sexo, factor de riesgo asociado 
con la infección por VIH-1 y el recuento de células T CD4+ en sangre periférica en el 
momento de la obtención de las muestras de suero de cada uno de ellos.
Tabla 2.2 Características de los pacientes VIH-1 asintomáticos.
Paciente n° Edad Sexo T CD4+(cel/mm3) Factor Riesgo
1 29 H 496 ADPV*
2 28 V 320 ADPV
3 29 V 400 ADPV
4 29 V 225 ADPV
5 29 V 350 ADPV
6 26 V 240 ADPV
7 21 H 653 ADPV
8 24 V 842 ADPV
9 24 H 625 ADPV
10 22 V 528 ADPV
11 17 V 427 ADPV
12 34 H 618 ADPV
13 31 H 468 ADPV
14 25 V 583 ADPV
15 25 V 758 ADPV
16 24 V 690 ADPV
17 30 H 362 Contacto Heterosexual
18 28 H 300 ADPV
19 30 V 330 ADPV
20 29 H 349 ADPV
21 26 H 567 ADPV
22 32 H 352 ADPV
23 30 H 585 ADPV
24 40 V 216 Contacto Heterosexual
25 29 V 384 ADPV
26 29 H 564 ADPV
*ADPV: Adicto a drogas por vía parenteral.
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De acuerdo con las categorías clínicas del CDC (1993), 11 de estos 26 pacientes 
pertenecían al subgrupo A l (CD4+ >499/mm3) y 15 al subgrupo A2 (CD4+ entre 200- 
499/mm3).
El factor de riesgo vinculado con la adquisición de la infección por VIH-1 fue la 
adicción a drogas por vía parenteral (ADVP) en 24 de los 26 individuos, y en los dos 
restantes uno o varios contactos heterosexuales de alto riesgo. Ninguno de estos 
pacientes estaba siendo tratado con antirretrovirales en el momento en que se obtuvo 
la muestra.
El grupo 3 incluyó a 25 pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH. 
Las características más relevantes de estos pacientes se encuentran en la Tabla 2.3 
entre las que se incluyen los recuentos de células T CD4+ en el momento de obtención 
de las muestras de suero.
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Tabla 2.3. Características de los pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el
CMVH.
Paciente n° Edad Sexo CD4+
cei/mni3
Factor de riesgo
1 Q9 V 7 Contacto Homosexual
2 Q0 H 25 ADPV*
P 21 V 98 ADPV
Q PQ V 80 ADPV
5 P1 V Q8 ADPV
6 P0 V 66 Contacto Heterosexual
7 2Q H 25 ADPV
8 Q6 V Q0 ADPV
9 P1 H 21 ADPV
10 PQ H Q0 ADPV
11 P8 V 91 ADPV
12 28 V Q8 ADPV
1P 28 V 21 Contacto Heterosexual
1Q P6 H 6 ADPV
15 P6 V 1Q ADPV
16 P1 V 5Q ADPV
17 PQ V P0 ADPV
18 P1 V 27 ADPV
19 P1 H 28 ADPV
20 P0 V QP ADPV
21 28 H Q0 ADPV .
22 Q1 V 15 ADPV
2P P1 V 9 ADPV
2Q P5 V 22 ADPV
25 P0 V Q2 ADPV
*ADPV: Adicto a drogas por vía parenteral.
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Los 25 pacientes pertenecían al grupo C3 de acuerdo con criterios del CDC (1993) 
(CD4+ <200/mm3). El factor de riesgo asociado fue la adicción a drogas por vía 
parenteral en 22 de ellos, y el antecedente de contactos heterosexuales u 
homosexuales de alto riesgo en 2 y 1 respectivamente. Todos estos pacientes estaban 
siendo tratados con Zldovudina en el momento en que se obtuvieron las muestras.
Los pacientes Infectados por el VIH-1 de los grupos 2 y 3 fueron atendidos en el 
Hospital San Francisco de Boija de Gandía.
El grupo 4 Incluyó a 25 pacientes con SIDA que desarrollaron una enfermedad 
orgánica por el CMVH. Los criterios diagnósticos de enfermedad orgánica fueron los 
siguientes:
El diagnóstico de retinitis se basó en la observación de exudados perlvasculares y 
hemorragias retlnianas características tras el examen oftalmoscópico.
La enfermedad gastrointestinal por el CMVH se diagnosticó por la demostración de 
las típicas inclusiones intranucleares que genera el CMVH en muestras biópsicas en 
ausencia del aislamiento y/o la detección de otros patógenos intestinales frecuentes en 
los pacientes con SIDA.
El diagnóstico de la encefalitis por el CMVH se basó en la detección de ADN del CMVH 
en el líquido cefalorraquídeo mediante PCR, o en la detección de efecto citopátlco en 
muestras cerebrales obtenidas en la necropsia. El diagnóstico de la pollrradiculoneuritls 
asociada con el CMVH se diagnosticó con base en la sintomatología clínica y la
59
Materia! y Métodos
presencia de ADN del CMVH en el líquido cefalorraquídeo, cuya detección se realizó 
mediante PCR.
La adrenalitis se diagnosticó a través de la detección de efecto citopático en muestras 
tlsulares de la corteza suprarrenal obtenidas durante la necropsia.
La neumonltls se diagnosticó por la presencia de inclusiones ¡ntranucleares 
características en blopsias pulmonares y la detección del ADN del CMVH mediante PCR 
en el lavado broncoalveolar.
Estos pacientes fueron atendidos y tratados en uno de los siguientes hospitales: 
Hospital San Francisco de Borja de Gandía, Hospital "La Fe" de Valencia y Hospital de 
la Princesa de Madrid. El factor de riesgo asociado fue la adicción a drogas por vía 
parenteral en 16 de ellos, contactos heterosexuales de alto riesgo en 6 y contactos 
homosexuales de riesgo en los 3 restantes. Las características más sobresalientes de 
estos pacientes se muestran en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4. Características de los pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el
CMVH.
Paciente n ° Edad Sexo CD4+(cel/mm3) Enfermedad orgánica Factor de riesgo
1 31 V 8 Retí n itis/Col itis/Ad rena 1 itis ADPV*
2 36 V 8 Colitis ADPV
3 30 V 12 Colitis ADPV
4 31 H 15 Retinitis ADPV
5 40 H 40 Retinitis ADPV
6 30 H 10 Retinitis ADPV
7 30 V 17 Retinitis ADPV
8 25 V 4 Retinitis Contacto heterosexual
9 33 H 10 Retinitis ADPV
10 31 V 24 Retinitis ADPV
11 40 H 37 Retinitis Contacto heterosexual
12 37 V 4 Retinitis ADPV
13 29 V 24 Colitis ADPV
14 47 V 45 Retinitis/Encefalitis Contacto heterosexual
15 32 V 1 Retinitis ADPV
16 41 V 5 Retinitis/Colitis Contacto bisexual
17 31 V 26 Retinitis/Encefalitis ADPV
18 30 V 17 Retinitis/Colitis ADPV
19 40 V 27 Retinitis Contacto homosexual
20 41 V 10 Retinitis ADPV
21 28 V 30 Retinitis/Polineuropatía Contacto heterosexual
22 29 H 32 Polineuropatía Contacto heterosexual
23 43 V 35 Retinitis/Colitis Contacto homosexual
24 27 V 10 Retinitis ADPV
25 29 H 14 Neumonitis Contacto heterosexual
*ADPV: Adictos a drogas por vía parenteral.
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Las muestras de suero se conservaron a -70°C hasta su uso. Antes de llevar a cabo 
los experimentos que se describen a continuación, los sueros fueron 
descomplementados por calentamiento a 56°C durante 30 min. Las muestras de 
sangre anticoagulada fueron procesadas tal y como se indica en los apartados 
correspondientes (pruebas de viremia y antigenemia).
2.1.2 Estudio longitudinal
En este estudio se analizaron muestras de suero, y en su caso de sangre periférica, 
obtenidas secuencialmente de 43 pacientes infectados por el VIH-1 distribuidos en cuatro 
grupos:
El grupo I  incluyó a 6 pacientes con SIDA tratados exclusivamente con análogos 
nucleósidos inhibidores de la transcriptasa inversa del VIH-1 que desarrollaron, durante 
el período de seguimiento, una enfermedad orgánica por el CMVH. En la Tabla 2.5 se 
muestran las características más relevantes de estos pacientes. Las cifras de células T 
CD4+ expuestas en la tabla corresponden a las del inicio del periodo de estudio.
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Tabla 2.5 Características de los pacientes que desarrollaron enfermedad orgánica por
el CMVH durante el estudio longitudinal (Grupo I).
Paciente n° Edad Sexo TCD4+
(cei/mm3)
Enfermedad orgánica
1 30 V 18 Colitis
2 30 V 41 Retinitis
3 35 V 12 Retinitis y colitis
4 31 H 40 Retinitis
5 28 V 10 Retinitis y colitis
6 40 H 25 Retinitis
El grupo II  incluyó a 4 pacientes con SIDA tratados con análogos nucleósidos 
inhibidores de la transcriptasa inversa que no desarrollaron enfermedad invasiva por el 
CMVH durante el período de seguimiento. Las características más relevantes de estos 
pacientes se muestran en la Tabla 2.6. Los recuentos de células T CD4+ mostrados en la 
tabla corresponden a los del comienzo del periodo de estudio.
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Tabla 2.6 Características de los pacientes que no desarrollaron enfermedad orgánica
por el CMVH dentro del estudio longitudinal (Grupo II) .
Paciente n° Edad Sexo T CD4+(cei/m nf)
1 34 V 14
2 28 V 24
3 35 V 6
4 36 V 39
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El grupo I I I  incluyó a 20 pacientes con SIDA que recibieron un tratamiento de gran 
eficacia antirretroviral (dos análogos nucleósidos inhibidores de la transcriptasa inversa y 
un inhibidor de la proteasa de VIH-1- saquinavir o ritonavir) durante el período de 
seguimiento. Las características más relevantes de estos pacientes se muestran en la 
Tabla 2.7. Las cifras de células T CD4+ mostradas en la tabla corresponden a las del 
¡nido del periodo de seguimiento.
Tabla 2.7 Características de los pacientes con SIDA tratados con terapias 
antirretrovirales de gran eficacia que no desarrollaron enfermedad por el CMVH (Grupo 
I I I) .
Paciente n° Sexo Edad TCD4+ (cei/mm3)
1 H 28 12
2 V 28 14
3 V 35 102
4 V 28 6
5 V 40 18
6 H 24 120
7 H 31 180
8 H 28 64
9 V 32 8
10 V 32 15
11 V 41 39
12 V 28 38
13 V 28 14
14 V 36 92
15 H 28 70
16 H 30 14
17 H 32 240
18 V 29 70
19 H 28 64
20 H 26 74
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El grupo IV Incluyó a 13 pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de 
la infección que recibieron durante el período de seguimiento un tratamiento de gran 
eficacia antirretroviral. Las características de estos pacientes se muestran en la Tabla 2.8. 
Las cifras de células T CD4+ mostradas en la tabla corresponden a las del inicio del 
periodo de seguimiento.
Tabla 2.8 Características de los pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la infección y tratados con terapias antirretrovirales de gran eficacia 
(Grupo IV).
Paciente n° Sexo Edad TCD4+ (cet/mm?)
1 V 28 315
2 V 35 280
3 V 38 290
4 V 29 175
5 V 36 492
6 V 27 342
7 H 25 240
8 V 26 140
9 H 24 270
10 V 22 315
11 H 25 380
12 V 31 210
13 V 30 315
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2.2 Células utilizadas en el estudio y su manejo
2.2.1 Fibroblastos humanos
Para la propagación in vitro del CMVH y la realización de los ensayos funcionales que a 
continuación se describen se utilizaron fibroblastos humanos (HFF-human foreskin 
fibroblasts y MRC-5). Estas células son diploides y permiten un número restringido de 
pases en cultivo.
Para el mantenimiento y crecimiento de estas células se utilizó el medio mínimo 
esencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Ufe Technologies, UK) que contenía 
suero bovino fetal, a distintas concentraciones según el propósito, y las siguientes 
sustancias: penicilina G, estreptomicina, anfotericina B, glutamina, aminoácidos no 
esenciales, bicarbonato sódico al 7.5%, y un tampón hepes. Para la preparación y uso de 
los anteriores componentes se procedió del siguiente modo:
Suero Bovino Fetal (SBF)
El suero bovino fetal (SBF) (Ufe Technologies, UK), fue incorporado a los medios a una 
concentración de un 15% cuando se precisaba el crecimiento rápido de las células o 
cuando el aspecto de éstas no era óptimo, de un 10% en los medios habituales de 
crecimiento y de un 2% en los medios de mantenimiento. Antes de ser utilizado, el SBF 
fue calentado a 56°C durante 30 minutos en un baño termostatizado con objeto de 
¡nactivar los factores del complemento. El SBF se conservó en alícuotas a -20°C.
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Penicilina G -  Estreptomicina
Se utilizó como solución madre una preparación comercial de Life Technologies (UK) 
que contenía 5000 Ul/ml de penicilina G y 5000 ng/ml de estreptomicina. Las 
concentraciones finales de penicilina y estreptomicina en el medio DMEM fueron 
respectivamente 50 Ul/ml y 50 ^g/ml (1 mi de la solución base por cada 100 mi de 
DMEM). La solución madre se conservó en alícuotas a -20°C.
Anfotericina B (Funaizona)
Se preparó una solución madre de anfotericina B (Fungizona-Squibb, Industria 
Farmacéutica S.A.) en agua destilada estéril a una concentración de 250 mg/ml, que fue 
conservada en alícuotas a -20°C. La concentración final de anfotericina B en el medio 
DMEM fue de 2,5 mg/ml (1 mi la solución madre por cada 100 mi de medio DMEM).
Glutamina
Se utilizó una solución madre comercial que contenía glutamina 200 mM (Life- 
Technologies, UK) y que fue conservada en alícuotas a -20°C. La concentración final de 
glutamina en el medio DMEM fue de 2 mM (1 mi de la solución base por cada 100 mi de 
medio DMEM).
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Aminoácidos no esenciales
Se añadió 1 mi de la solución comercial (Ufe-Technologles, UK) por cada 100 mi de 
DMEM. La solución comercial fue mantenida en alícuotas a 4°C.
Tampón Bicarbonato
El tampón bicarbonato (Life Technologies, UK) fue empleado a una concentración del 
7.5 %, para lo cual se añadió 1 mi del preparado comercial por cada 100 mi de medio 
DMEM. La solución comercial fue mantenida en alícuotas a 4°C.
Tampón HEPES
El ácido N-2-hldroxiet¡lpiperazina-N'-2-etanesulfonlco (Ufe Technologies, UK) fue 
añadido a razón de 0,5 mi del preparado comercial por cada 100 mi de medio DMEM.
Las células HFF fueron mantenidas en frascos de poliestireno de 25, 80 ó 225 cm2 
(Nalge Nunc International) de superficie útil, según el propósito, o depositadas en placas 
de 24 o 96 pocilios (Nalge Nunc International), tal y como se explica posteriormente, 
para la realización de los ensayos biológicos llevados a cabo en este estudio. En todos los 
casos, las células fueron incubadas a 37°C en una estufa de C02 (5%). Cuando las 
células alcanzaban una confluencia próxima al 100% eran subcultlvadas según se detalla 
más adelante.
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2.2.2 Células de glioblastoma
La línea de células de glioblastoma U373 fue obtenida de la colección de la ATCC. La 
línea de células de glioblastoma que expresa constitutivamente la glucoproteína B (gB) 
del CMVH (línea UB373) nos fue suministrada por la Prof. Lenore Pereira (UCSF, USA).
El protocolo empleado para la construcción y selección de la línea UB373 ha sido
descrito detalladamente con anterioridad (Tugizov etaL, 1994). En resumen, el gen de la
gB del CMVH de la cepa AD169 fue clonado en el plásmido pRc/CMV (invitrogen) el cual 
contiene el promotor-multiplicador inmediato temprano (IE) del CMVH y el gen que 
codifica la neomicina fosfotransferasa, enzima que confiere resistencia a la neomicina. 
Los clones celulares que expresaban constitutivamente este plásmido fueron 
seleccionados, consiguientemente, en DMEM que contenía neomicina. Tras comprobar 
mediante inmunofiuorescencia indirecta que expresaban la gB fueron expandidos en este 
medio selectivo.
Para el mantenimiento y propagación de las células U373 se utilizó DMEM que contenía 
un 10 % de SBF suplementado con los componentes enumerados anteriormente para el 
cultivo de los fibroblastos humanos.
Para el cultivo de la línea celular UB373 se añadió neomicina (Geneticina Life
Technologies, UK) al medio anterior a una concentración de 400 pg/ml. La neomicina 
utilizada nos fue suministrada en dos presentaciones diferentes: geneticina líquida (50 
mg/ml) y geneticina en polvo. Esta última fue disuelta en PBS (50 mg/ml) antes de ser 
usada.
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Las células de las líneas U373 y UB373 fueron mantenidas en frascos de pollestireno de 
25 ó 80 cm2 de superficie útil, según el propósito, o dispuestas en placas de 24 o 96 
pocilios tal y como se explica posteriormente, e incubadas a 37°C en una estufa con una 
atmósfera que contenía C02 al 5%. Cuando las células alcanzaban una confluencia 
próxima al 100% eran subcultivadas según se detalla más adelante.
2.2.3 Subcultivo de las células
Los pases de las células (subcultivos) se llevaron a cabo del siguiente modo: tras retirar 
el medio que cubría las células, utilizando para ello una pipeta estéril o mediante 
decantación, se procedió al lavado de éstas con PBS estéril. El PBS fue preparado de 
acuerdo con la siguiente composición:
Componente Cantidad
NaCI 8 g
KCI 0.20 g
Na2HP04 1.15 g
kh2po4 0.20 g
Agua bidestilada 11
Tras ajustar el pH de la disolución a 7,2-7,4, el PBS fue esterilizado en el autoclave 
(120°C durante 20 minutos), fraccionado en alícuotas y conservado a temperatura 
ambiente.
Una vez decantado el PBS de los frascos, se añadió un volumen suficiente de una 
solución estéril de tripsina (preparada añadiendo 2,5 g de tripsina -Difeo- a 1 1 de PBS;
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tras disolverse la tripsina, la solución fue esterilizada por filtración a través de una 
membrana porosa de 0.22 pm -Millipore- y después conservada en alícuotas a -20°C) 
que se dejó en contacto con la monocapa entre 1-3 minutos en el caso de las células 
HFF y entre 30 y 45 segundos en el caso de las líneas celulares U373 y UB373 con el fin 
de que las células se despegaran de la pared de los frascos.
Con el microscopio invertido se controló el proceso de tripsinización. Cuando las células 
comenzaron a desprenderse se eliminó la tripsina con una pipeta estéril o por 
decantación. Cuando las células se desprendieron (1 a 5 minutos después) se 
recogieron en un volumen de 5 mi de medio de DMEM. La suspensión celular fue 
homogeneizada, pipeteando varias veces, y depositada en un tubo cónico estéril que 
posteriormente fue centrifugado a 1200 r.p.m. durante 5 minutos. Tras eliminar el 
sobrenadante, el sedimento fue resuspendido en 10 mi de medio DMEM con un 10% de 
SBF. Esa suspensión de células se distribuyó en 2-4 frascos según el estado de las 
células y el número del pase cuando se trataba de células HFF, y se añadió a cada frasco 
un volumen suficiente de DMEM con un 10% de SBF. Los frascos se incubaron en una 
estufa de C02 a 37°C.
2.2.4 Preparación de placas para los ensayos biológicos
Se utilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96 o de 24 pocilios (Nalge,
Nunc International) dependiendo del ensayo biológico programado. En cada uno de los 
pocilios de estas placas se depositaron aproximadamente 100 (en las pacas de 96 
pocilios) o 1000 células (en las placas de 24 pocilios) de células HFF o de células U373 
o U373B suspendidas en DMEM (150 pl en los pocilios de las placas de 96 pocilios y 
300 pl en las de 24, según el caso). Estas células fueron subcultivadas en las placas a
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partir de frascos de 80 cm2 cuyas células fueron recogidas del mismo modo que se ha 
descrito con anterioridad en el epígrafe del subcultlvo de células. Para depositar la 
cantidad adecuada de células en cada uno de los pocilios se determinó el número de 
células presentes en las suspensiones mediante un recuento en una cámara de 
Neubauer.
Para la realización de algunos de los ensayos biológicos programados en este estudio 
era necesario depositar en los pocilios, con anterioridad a la suspensión celular, 
cubreobjetos circulares, de tal forma que la monocapa celular se formara sobre éstos. 
Este proceso se llevó a cabo utilizando pinzas estériles.
Las placas fueron incubadas a 37°C en una estufa de C02 (5%) durante 24-48 horas, 
tras las cuales las monocapas presentaban una confluencia próxima al 100%, la 
necesaria para la realización de los ensayos biológicos a los que se aludirá más tarde.
2.2.5 Consewación de las células
Para la conservación de las células se partió de monocapas confluentes: tras retirar el 
medio que cubría a las células se procedió al lavado de éstas con PBS. Las monocapas 
fueron tratadas a continuación con tripsina tal y como se ha descrito anteriormente. Una 
vez desprendidas de la pared del frasco, las células fueron resuspendidas en medio 
DMEM y centrifugadas a 1200 r.p.m durante 5 minutos. Tras ser desechado el 
sobrenadante, el sedimento obtenido fue nuevamente suspendido en medio DMEM y 
vuelto a centrifugar en las mismas condiciones de antes. Este proceso de suspensión- 
centrifugado se repitió tres veces, tras el último de los cuales, el sedimento se 
resuspendió en 1,5 mi de SBF. Esa suspensión se repartió en 3 viales de congelación
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previamente enfriados en hielo picado, y a cada vial le fue añadido un volumen de 0,5 mi 
de una solución que contenía un 90% de SBF y un 10% de DMSO (dimetilsulfóxido- 
Sigma Chemmical CO.) estéril previamente atemperado a 4°C. Esta operación se llevó a 
cabo manteniendo los viales dentro del hielo picado durante el mayor tiempo posible.
Los viales con las células fueron mantenidos durante 30 minutos en hielo picado 
rotándolos suavemente cada 10 minutos con objeto de mantener la suspensión celular lo 
más homogénea posible.
La congelación de las células se llevó a cabo de forma progresiva, para lo cual los viales 
se envolvieron en algodón y se colocaron en una caja de poliestireno en la que 
permanecieron a -70°C durante 24 horas. Al día siguiente, los viales fueron almacenados 
en los lugares previamente determinados para su conservación a largo plazo en un 
tanque de nitrógeno líquido (-120°C).
2.2.6 Descongelación de las células
Los viales que contenían las células conservadas en nitrógeno líquido fueron 
descongelados rápidamente en un baño termostatizado a 37°C. Las células recuperadas 
de los viales fueron resuspendidas en un volumen de 10 mi de medio DMEM con un 10% 
de SBF en un tubo cónico estéril que fue posteriormente centrifugado a 1200 r.p.m. 
durante 5 minutos a 4°C. El sedimento obtenido fue resuspendido en 10 mi de medio 
DMEM conteniendo SBF al 15%. Las células fueron depositadas en un frasco de cultivo 
de 25 cm2 e incubadas a 37°C en una estufa de C02 (5%).
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2. 3 Virus
2.3.1 Cepa utilizada
La cepa del CMVH AD 169 fue la utilizada en este estudio. Esta cepa fue obtenida de la 
colección ATCC y amplificada in vitro según se detalla a continuación.
2.3.2 Propagación del virus
La cepa suministrada fue inoculada en frascos de poliestireno de 80 cm2 que contenían 
monocapas de células HFF con una confluencia cercana al 100% de acuerdo con el 
siguiente protocolo:
En primer lugar, el medio del cultivo celular fue retirado, tras lo cual se procedió al 
lavado de la monocapa celular con PBS. Tras retirar el tampón de lavado, las células 
fueron inoculadas con la cepa del CMVH con una multiplicidad de infección (M.O.I) de 
0,01 (una unidad infectiva por cada 100 células; con este inoculo se generan pocos 
viriones defectivos). La cepa inoculada había sido descongelada previamente y 
atemperada a 4°C. El virus se adsorbió durante una hora (en la estufa a 37°C, agitando 
los frascos suavemente cada 10 minutos, con el fin de distribuir homogéneamente el 
virus sobre la monocapa celular), posteriormente la monocapa infectada fue lavada con 
PBS estéril, tras lo cual los frascos fueron incubados en la estufa de C02 a 37°C con 
DMEM que contenía SBF al 2%. Cuando el efecto citopático alcanzaba al 90% de la 
monocapa celular se procedía a la recogida de los viriones.
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2.3.3 Recogida y conservación del virus
Tras retirar el medio que cubría las células, éstas fueron lavadas con PBS estéril. 
Posteriormente se les añadió tripsina estéril, la cual se mantuvo en contacto con las 
células entre 1 y 3 minutos a temperatura ambiente. Cuando las células empezaban a 
retraerse se eliminaba la tripsina. Cuando las células se hubieron desprendido (1 a 5 
minutos) se agregaron 2 mi de medio de cultivo para resuspenderlas. Esta suspensión 
fue homogeneizada (pipeteándola varias veces) y depositada en un tubo cónico estéril 
preparado al efecto, que fue posteriormente centrifugado a 1200 r.p.m. durante 5 
minutos. Utilizando una pipeta estéril se retiró el sobrenadante y el sedimento se 
resuspendió en 0.5 mi de SBF. La suspensión obtenida fue sometida a tres ciclos 
consecutivos de congelación (-70°C) -  descongelación (37°C en baño termostatizado) 
con objeto de lisar las células y recuperar la mayor cantidad de virus posible.
Posteriormente los lisados fueron colocados en viales de congelación a los cuales se les 
añadió una cantidad similar de SBF para obtener un volumen final de 1 mi. Estos viales 
fueron mantenidos a -70°C hasta su uso.
Para obtener preparaciones con gran densidad de partículas víricas se emplearon, en 
ocasiones, frascos de 225 cm2.
2.3.4 Titulación de las preparaciones de virus
Con objeto de conocer la cantidad de virus presente en los stocks producidos se 
procedió a su titulación. Para ello se prepararon diluciones seriadas de la suspensión
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vírica problema (de 10'1 a 10'9) en tubos estériles que contenían medio DMEM con un 2% 
de SBF. Esas diluciones fueron inoculadas en pocilios de placas de 24 pocilios, los cuales 
contenían monocapas de células HFF crecidas sobre cubreobjetos circulares estériles.
Tras un periodo de adsorción de una hora, se procedió al lavado de las placas con 
medio DMEM con un 2% de SBF, y posteriormente se las incubó 24 horas a 37°C. 
Transcurrido el periodo de incubación, se retiró el medio de cultivo y se procedió a fijar 
las monocapas con una mezcla de metanol y acetona a 4°C durante 15 minutos. 
Posteriormente se llevó a cabo una ¡nmunofluorescencia indirecta utilizando como 
anticuerpo un monoclonal contra la proteína IE1 del CMVH tal y como se detalla más 
adelante.
Se consideró que el título de la preparación (en unidades formadoras de placas -UFP- 
por mi) era igual al número de núcleos fluorescentes en el pocilio correspondiente a la 
máxima dilución de aquélla multiplicado por el factor de dilución.
2.4 Procedimientos virológicos
2.4.1 Técnica rápida para la detección del CMVH en los leucocitos de 
sangre periférica (Viremia)
Para la detección de virus infeccioso en sangre (viremia) se inocularon shell vials 
(Vircell, SL) de células HFF con leucocitos poiimorfonucleares de sangre periférica 
siguiendo el protocolo que se detalla a continuación:
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Separación de leucocitos de sanare periférica
La sangre fue obtenida por punción venosa empleándose Heparina o EDTA como 
anticoaguiantes. Para separar los leucocitos polimorfonucleares del resto de los 
componentes de la sangre se mezcló ésta con una solución de dextrano (al 6% en 
cloruro sódico 0,9 %) en una proporción aproximada de 4 partes de sangre (4,5 mi) por
1.3 partes de dextrano (1,5 mi) en un tubo estéril. Se Incubó la mezcla a 37°C entre 30 y 
45 minutos, tras lo cual se observaban dos fases claramente diferenciadas en el tubo: 
una superior de apariencia clara formada mayoritariamente por leucocitos 
polimorfonucleares, que fue recogida en un tubo estéril con la ayuda de una pipeta, y 
una fase inferior más oscura en la que se habían depositado los hematíes. La fracción 
recogida fue lavada con PBS (vol/vol) y centrifugada a 1200 r.p.m. durante 10 minutos. 
El sobrenadante se desechó y el sedimento fue resuspendido en 1 mi de medio de 
transporte para el CMVH preparado de acuerdo con la siguiente composición:
Componente Cantidad
Sorbitol 500 g
Suero Bovino Fetal 50 mi
Bicarbonato sódico 20 mi
Fungizona 25 mg
Estreptomicina sulfato 200 mg
Penicilina G 100.000 unidades
Solución de Earle Hasta completar 11
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Inoculación de íos sheü víais
Tras ser retirado el medio de cultivo de los viales, éstos fueron inoculados con un 
volumen de 0,3 de la suspensión anterior y centrifugados posteriormente a 1000 r.p.m. 
durante 45 minutos, tras lo cual se les añadió 1 mi de medio DMEM con un 2% de SBF, 
incubándose a continuación a 37°C durante 24 horas en una estufa de C02.
Fijación v Preparación de /as monocapas
Tras retirar el medio de cultivo de los viales, las monocapas fueron lavadas tres veces 
con 2 mi de PBS. Las células fueron después fijadas con acetona (1,5 mi) a 4°C durante 
15 minutos, tras lo cual se procedió a extraer los cubreobjetos de los viales con la ayuda 
de unas pinzas. A continuación los cubreobjetos fueron pegados por su reverso a un 
portaobjetos para su posterior tinción.
Tinción Inmufiuorescente
Los cubreobjetos fueron cubiertos con 100 pl de una solución que contenía un 
anticuerpo monoclonal específico frente a una proteína inmediato-precoz del CMVH (IE-1 
72 KD) (Murine Monoclonal Anti-CMV IgG Bio-Whittaker) diluido en PBS en una 
proporción 1:1000 el cual se mantuvo en contacto con las monocapas celulares durante 
30 minutos a 37°C en una cámara húmeda. Posteriormente las monocapas fueron 
lavadas 3 veces con PBS, y más tarde se añadieron 100 pl de un conjugado Anti-IgG de 
ratón marcado con fluoresceína y que contenía Azul de Evans (al 0.2%) (Chemicon 
International Inc.) a cada preparación. El conjugado se mantuvo en contacto con la 
monocapa 30 minutos a 37°C en una cámara húmeda. A continuación se lavaron las
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monocapas 3 veces con PBS y se dejaron secar. Finalmente, a cada preparación se le 
añadió una gota de giicerina tamponada con azida de sodio al 0.1% (Chemicon 
International Inc.) y posteriormente un cubreobjetos. Las preparaciones fueron 
observadas en el microscopio de fluorescencia a 10X y a 40X. La observación de núcleos 
celulares fluorescentes reveló la presencia de virus infeccioso en la muestra (viremia 
positiva).
2.4.2 Detección de la proteína pp65 en los leucocitos 
polimorfonucleares de la sangre periférica (prueba de la Antigenemia 
pp65)
Para la detección de la proteína pp65 del CMVH en el interior de los leucocitos 
polimorfonucleares de sangre periférica se procedió del siguiente modo:
Obtención de leucocitos polimorfonucleares
La sangre obtenida por punción venosa con heparina o EDTA como anticoagulante se 
mezcló con una solución de dextrano al 6% en cloruro sódico 0,9 %, en una proporción 
aproximada de 4 partes de sangre (4,5 mi) por 1.3 partes de dextrano (1,5 mi) en un 
tubo estéril.
La mezcla fue incubada entre 30 y 45 minutos a 37°C, tras lo cual se observaron 2 
fases claramente diferenciadas en el tubo, se procedió entonces a recoger en un tubo la 
fase superior de apariencia clara con la ayuda de una pipeta estéril, evitando arrastrar la 
fase oscura inferior y el sedimento, en el que se habían depositado los hematíes. La fase 
superior estaba formada mayoritariamente por leucocitos polimorfonucleares. Esta
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fracción fue recogida y a continuación lavada, para lo cual se colocó una parte de ella, 
aproximadamente 2-3 mi, en un tubo estéril de 5 mi al que se añadió un volumen similar 
de PBS. Posteriormente el tubo fue centrifugado a 1200 r.p.m. durante 10 minutos. El 
sobrenadante obtenido fue decantado y el sedimento se resuspendió en 4 mi de una 
solución de cloruro amónico al 0.8% (5 minutos) con objeto de Usar los hematíes 
presentes. A continuación el tubo fue centrifugado a 1200 r.p.m. durante 10 minutos, 
más tarde se decantó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 3 mi de PBS.
Con la ayuda de una cámara Neubauer se ajustó el número de células de la suspensión 
a una concentración de 1-2 xlO6 células/ml tras lo cual se depositaron 200 pl de ésta en 
un portaobjetos para lo que se empleó una citocentrífuga (900 r.p.m. durante 5 
minutos). Tras secar la preparación a temperatura ambiente se procedió a su fijado, 
utilizando para ello una solución fijadora (durante 10 minutos) cuya composición se 
detalla a continuación:
Posteriormente las preparaciones fueron lavadas con PBS y a continuación 
permeabllizadas (10 minutos) con la siguiente solución:
Preparación de los portaobjetos
Solución Fijadora
Componente
Sacarosa
Formol
PBS
Cantidad
2g
5 mi 
hasta 100 mi
80
Materia! y métodos
Solución Permeabilizadora
Componente Cantidad
Sacarosa 50 g
Formol 5 mi
Nonident P-40 2,5 mi
PBS Hasta 500 mi
Finalmente, las preparaciones fueron lavadas con PBS y dejadas secar a temperatura 
ambiente.
Tinción ¡nmunofluorescente
Las preparaciones fueron cubiertas con 100 pl de un anticuerpo monoclonal frente a la 
fosfoproteína pp65 del CMVH (Chemicon International Inc) y después incubadas a 37°C 
durante 30 minutos en una cámara húmeda. Tras ser lavadas 3 veces con PBS se les 
añadió un volumen de 100 pl de un conjugado anti-ratón IgG (Chemicon International 
Inc) que contenía Azul de Evans al 0,02% y a continuación fueron incubadas a 37°C 
durante 30 minutos en una cámara húmeda. Tras ser lavadas 3 veces con PBS, las 
preparaciones fueron sumergidas brevemente en una cubeta que contenía agua 
destilada o agua desionizada y posteriormente secadas con papel de filtro. Las 
preparaciones fueron montadas y observadas después en el microscopio de fluorescencia 
con los objetivos primero de 10X y más tarde de 40X. Se consideró que la prueba era 
positiva cuando se observaban células cuyos núcleos mostraban una fluorescencia 
específica.
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2.4.3 Carga viral del VIH-1
Para la determinación de la carga viral del VIH-1 se utilizó el ensayo comercial 
AMPLICOR MONITOR (Roche Diagnostics). La secuencia diana de la amplificación tiene 
142 bases y pertenece a una región muy conservada del gen gag. Este ensayo permite la 
detección de un mínimo de 200 (log <2,3) y un máximo de 750000 copias (log >5,9) de 
ARN del VIH-1 por mi de plasma. Para la realización de este método se procedió del 
siguiente modo:
Obtención de! plasma de los pacientes
La sangre del enfermo se recogió en tubos estériles que contenían EDTA como 
anticoagulante. El plasma fue separado del resto de componentes de la sangre mediante 
centrifugación a 1.000 g durante 20 minutos; posteriormente el plasma se transfirió a un 
tubo estéril.
Extracción dei ARN
Para la extracción del ARN contenido en las muestras de plasma se mezclaron 200 pl 
del plasma problema con 600 pl de tampón de lisis (previamente preparado y que 
contenía un patrón de cuantificación en cantidad conocida para cada lote y que sirve de 
testigo para los procesos de extracción y amplificación), la mezcla se mantuvo 10 
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se añadieron 725 pl de Propanol-2 
(Merck) y las muestras fueron centrifugadas a 13500 rpm. durante 15 minutos. Tras ser 
retirado el sobrenadante se añadió etanol frío al 70%, y se procedió a una segunda
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centrifugación durante 5 minutos a 13000 rpm. con lo que se consiguió la precipitación 
del ARN.
Transcripción Inversa v Amplificación
El ARN obtenido fue disuelto en un tampón específico y 50 |il de la disolución se 
mezclaron en un tubo de PCR con 50 pl de una mezcla que contenía los dinucleótidos, 
los iniciadores biotinilados, la ADN polimerasa y acetato de manganeso.
El programa utilizado para el termociclador (GenAmp PCR System 9600, Perkin Elmer) 
fue el siguiente
Acción Tiempos y  Temperaturas
Constante 2 minutos a 50°C
Constante 30 minutos a 60°C
4 Ciclos 10 segundos a 95°C, 10 segundos a 55°C, 10 segundos a 72°C
6 Ciclos 10 segundos a 90°C, 10 segundos a 60°C, 10 segundos a 72°C
Constante 15 minutos a 72°C
Una vez finalizado el programa de amplificación se añadieron 100 jil de una solución de 
desnaturalización (NaOH) a cada tubo de PCR que contenía los amplicones obtenidos.
Hibridación v Detección
Para la hibridación fueron utilizadas microplacas que tenían los pocilios cubiertos con 
sondas oligonucleótidas para el VIH-1 y el patrón de cuantificación. Se añadieron 25 j j .1 
de los amplicones obtenidos a los pocilios de las microplacas que correspondían al HIV
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tras lo cual se realizaron diluciones seriadas de cada uno de ellos, y se añadieron 25 ni a 
los pocilios correspondientes al patrón de cuantificación. Tras incubar la placa durante 
una hora y ser lavarla posteriormente, se añadieron 100 pl del conjugado de avidina 
peroxidasa y se incubó durante 15 minutos. La placa fue lavada, se le añadió el sustrato 
activo y fue finalmente incubada durante 10 minutos en oscuridad. Como último paso se 
añadieron 100 \i\ de la solución de frenado y se paso a la lectura de las placas.
Para la lectura de las placas se determinó la densidad óptica a 450 nm y se realizaron 
los correspondientes cálculos matemáticos. Los resultados se informaron como número 
de copias de ARN del VIH-1 por mi de plasma.
2.5 Procedimientos inmunológicos
2.5.1 Recuento de células T CD4+
La cuantificación de los linfocitos T CD4+ se llevó a cabo por citometría de flujo 
empleando el anticuerpo monoclonal Leu-3 conjugado con fluoresceína (Becton- 
Dickinson, Summyvale, CA) en un analizador FACS-II (Becton- Dickinson)
2.5.2 Cuantificación de inmunoglobulinas totales en el suero
La concentración sérica de inmunoglobulinas de clase G fue determinada mediante un 
ensayo nefelométrico comercial (Behring Diagnostic, Germany). Las concentraciones 
entre 800 y 1000 mg/dl fueron consideradas normales.
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2.5.3 Cuantificación de los anticuerpos IgG anti-CMVH (completo)
Los anticuerpos IgG totales frente al CMVH completo se cuantificaron mediante un 
¡nmunoensayo comercial de micropartículas (MEIA-IMX, Abbott Diagnostics, Germany). 
Los niveles de IgGs antl-CMVH se cuantificaron en UI (Unidades Internaclonales)/ml.
2.5.4 Cuantificación de los anticuerpos IgG (totales) frente a la 
glucoproteína B (gB)
Los anticuerpos frente a la glucoproteína B (gB) del CMVH fueron cuantiflcados 
mediante un ensayo de ¡nmunofluorescencia indirecta utilizando como sustrato 
antigénlco la línea celular UB373 que expresa la gB constitutivamente.
Los ensayos fueron realizados en placas de 24 pocilios que contenían cubreobjetos 
estériles en los que previamente había sido crecida una monocapa celular tal y como se 
ha descrito con anterioridad. A las 24 horas de incubación se obtuvieron monocapas 
crecidas sobre los cubreobjetos estériles que ya eran utillzables para la experimentación. 
Tras retirar el medio de cultivo de los pocilios, se añadió 1 mi de una mezcla fría de 
metanol y acetona (1:1) a cada pocilio que se mantuvo durante 15 minutos con objeto 
de fijar las células a los cubreobjetos; tras retirar la mezcla de fijación las células se 
lavaron 3 veces con PBS.
Paralelamente, los sueros problema fueron diluidos en PBS (1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 
1:640, 1:1280). Posteriormente, se añadieron 200 pl de cada dilución de los sueros a los 
pocilios correspondientes, tras lo cual las placas fueron Incubadas durante una hora a 
37°C. Tras retirar las muestras, se procedió a lavar cada pocilio 3 veces con PBS. A
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continuación se añadieron a cada pocilio 200 pl de una dilución de un conjugado anti-IgG 
humano marcado con fluoresceína (Sanofi Diagnostics Pasteur) de acuerdo con la 
siguiente composición:
Componente Cantidad
PBS 9.9 mi
Anti-IgG Total marcada 0.1 mi
Azul de Evans 1.0 mi
A continuación, las placas fueron incubadas durante una hora a 37°C. Finalmente las 
monocapas fueron lavadas tres veces con PBS. Con la ayuda de una aguja y unas pinzas 
se extrajeron los cubreobjetos del interior de los pocilios evitando en lo posible el 
deterioro de la monocapa celular. Los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos en 
cuya superficie se habían depositado previamente 3 gotas de medio de montaje, a razón 
de 1 por cubreobjeto, de modo que las monocapas estuvieran en contacto con los 
portaobjetos. Finalmente, los portaobjetos montados fueron observados en el 
microscopio de fluorescencia a 400 aumentos (40X).
El título de anticuerpos séricos frente a la gB fue definido como la máxima dilución en 
que se observaba fluorescencia de localización específica (en el citoplasma y membrana 
nuclear con patrón punteado correspondiente a la localización de la proteína en el 
aparato de Golgi).
Como controles negativos de la reacción los sueros fueron incubados en paralelo con 
células de glioblastoma que no expresaban constitutivamente la gB. Asimismo se
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utilizaron 5 sueros obtenidos de pacientes no infectados por el CMVH (ausencia de 
reactividad en ¡mnunoensayos comerciales) como controles negativos adicionales.
2.5.5 Cuantificación de las subclases de anticuerpos IgG frente a la 
glucoproteína B (gB) del CMVH
La cuantificación de las subclases de IgG 1, 2, 3 y 4 frente a la gB se realizó mediante 
una inmunofluorescencia indirecta que se llevó a cabo como se ha descrito en el epígrafe
2.5.4 pero en lugar de utilizar un conjugado anti-IgG policlonal se emplearon conjugados 
específicos (anticuerpos monoclonales) de subclase (Sigma Chemmical CO.), todos ellos 
marcados con fluoresceína. Las diluciones de uso de los distintos conjugados fueron las 
siguientes: IgGl (1:300), IgG2 (1:64), IgG3 (1:100) e IgG4 (1:64).
2.5.6 Cuantificación de los anticuerpos que neutralizan al CMVH libre
La cuantificación de anticuerpos que neutralizan al CMVH libre en ausencia del sistema 
del complemento se llevó a cabo mediante un método rápido basado en la detección por 
inmunofluorescencia indirecta de la proteína IE en el núcleo de las células infectadas por 
el CMVH (Navarro et al, 1993).
Los ensayos de neutralización se realizaron en placas de 24 pocilios que contenían 
cubreobjetos sobre los cuales se había crecido con anterioridad una monocapa de células 
HFF como se ha detallado anteriormente. En algunos experimentos se utilizaron células 
de glioblastoma en vez de fibroblastos humanos. En primer lugar se realizaron diluciones 
(1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:640) de los diferentes sueros problema en 150 pl de 
medio DMEM con un 2% de SBF. De forma paralela se preparó una dilución del virus en
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medio DMEM con un 2% de SBF, con una concentración del CMVH de aproximadamente 
300 UFP/ml. Posteriormente se mezclaron 150 ni de la dilución correspondiente de suero 
y 150 \i\ de la suspensión viral, por lo que las diluciones finales de los sueros problema 
fueron 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:640 y 1:1280 y 50 UFP (aproximadamente) el inoculo 
de virus sometido a la acción neutralizante de los anticuerpos (por pocilio).
Las mezclas se incubaron durante una hora a 37°C; tras ese periodo fueron añadidas a 
los pocilios correspondientes y después las placas incubadas a 37°C durante 1 hora en 
estufa de C02. Posteriormente se realizaron 3 lavados consecutivos de las monocapas 
con medio DMEM con un al 2% de SBF y finalmente se añadieron a cada pocilio 300 pl 
de medio DMEM con un 2% de SBF y se Incubaron las placas durante 48 horas a 37°C 
en estufa de C02.
Tras retirar el medio de cultivo de los pocilios las monocapas fueron tratadas con una 
mezcla fría de metanol y acetona (1:1) durante 15 minutos con objeto de fijarlas y 
posteriormente lavadas 3 veces con PBS.
Para la tinción ¡nmunofluorescente se preparó una dilución 1:6000 del anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-CMVH IE-1 (Chemicon International Inc) en PBS. Se 
depositaron 120 ni de esa dilución en cada pocilio, tras lo cual las placas se incubaron 
durante 30 minutos a 37°C en una cámara húmeda. Tras retirar el anticuerpo 
monoclonal, las monocapas fueron lavadas 3 veces con PBS. Finalmente se procedió a la 
extracción de los cubreobjetos con la ayuda de una aguja y unas pinzas, a su posterior 
fijación a la superficie de los portaobjetos preparados al efecto. Para revelar la reacción 
se añadieron a cada cubreobjetos 300 \i\ de un anticuerpo anti-IgG de ratón (Chemicon 
International Inc.) marcado con tioisocianato de fluoresceína en PBS con azul de Evans a
88
Material y métodos
una dilución 1:1000. La reacción fue incubada durante 30 minutos en una cámara 
húmeda a 37°C. Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS y se montaron las 
preparaciones; éstas fueron más tarde observadas en el microscopio de fluorescencia 
con el objetivo 10X. Para el cálculo del título de anticuerpos neutralizantes se observaron 
al menos 20 campos microscópicos. En cada ensayo se incluyeron 2 pocilios que 
contenían únicamente virus y que constituían por lo tanto el control del experimento. El 
título de anticuerpos neutralizantes fue definido como la máxima dilución capaz de 
reducir en un 50% el número de núcleos fluorescentes en los pocilios en relación con los 
presentes en los pocilios de control de virus. Los experimentos de neutralización se 
llevaron a cabo por duplicado.
2.5.7 Cuantificación de los anticuerpos que neutralizan virus adsorbido 
a las células
Este ensayo fue realizado en placas de 24 pocilios que contenían cubreobjetos sobre 
los cuales se había hecho crecer con anterioridad una monocapa de células HFF, tal y 
como se ha descrito en el apartado 2.5.6. Antes de comenzar el ensayo, las placas se 
dispusieron sobre una base de hielo picado durante unos 20 minutos con objeto de 
que se enfriaran y así permitieran la adsorción del CMVH sobre las células pero no su 
penetración. Posteriormente las monocapas fueron inoculadas con 300 \i\ de una 
suspensión viral preparada en medio DMEM con un 2% de SBF que contenía 50 UFP (1 
hora a 4°C). Después las monocapas fueron lavadas 3 veces con DMEM sin SBF.
Paralelamente se realizaron diluciones (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:640 y 1:1280) 
de los diferentes sueros problema en medio DMEM con un 2% de SBF. Las distintas 
diluciones de los sueros problema fueron añadidas a los pocilios correspondientes (200 jil
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por pocilio). Finalmente las placas fueron incubadas 1 hora a 4°C. Transcurrido el 
periodo de incubación, las placas fueron lavadas con DMEM sin SBF. Finalmente se 
añadió DMEM con 2% de SBF a cada uno de los pocilios y las placas se incubaron 24 
horas a 37°C en la estufa de C02. Posteriormente se procedió a la fijación de las 
monocapas y al revelado de la reacción mediante un ensayo de inmunofluorescencia 
indirecta tal y como se ha descrito en el apartado anterior. El título de anticuerpos 
séricos neutralizante de virus adsorbido fue definido como la máxima dilución capaz de 
reducir en un 50% el número de núcleos fluorescentes en los pocilios en relación con los 
presentes en los pocilios del control de virus. Los experimentos de neutralización de virus 
adsorbido se llevaron a cabo por duplicado.
2.5.8 Cuantificación de los anticuerpos que inhiben el desarrollo de 
sincitios inducidos por el CMVH en células de glioblastoma
Para los ensayos de inhibición de la fusión inducida por el CMVH se emplearon placas 
de 96 pocilios en los que previamente se habían crecido monocapas de células de 
glioblastoma con una confluencia de un 70-80%.
Las monocapas fueron infectadas con 50 UFP del CMVH por pocilio en un volumen de 
150 |xl de DMEM con un 2 % de SBF. El virus fue adsorbido a las monocapas durante 1 
hora a 37°C. Paralelamente se realizaron diluciones dobles seriadas de los sueros 
problema (1:10 a 1:1280) en 150 jil de DMEM con un 2% de SBF. Las diluciones 
fueron añadidas por duplicado a los pocilios correspondientes y las placas fueron 
incubadas a 37°C en una estufa con C02 (5%) durante 48 horas. Una vez transcurrido 
este tiempo se eliminó el contenido de los pocilios y se añadió a cada uno de ellos 150 
pl de la dilución de suero problema correspondiente preparada en ese mismo
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momento. A los 5 días de la infección se procedió al lavado de los pocilios con medio 
DMEM con un 2% de SBF y después a la fijación de las monocapas con metanol frío al 
70%. Una vez eliminado el metanol las monocapas fueron teñidas con colorante de 
Giemsa (Merck) 1:10 en agua destilada, durante 20-30 minutos. Tras lavar con agua 
destilada las placas fueron observadas en el microscopio invertido. En todos los 
experimentos se incluyeron al menos dos pocilios de control de virus sin suero y otros 
dos a los que se añadió un suero carente de anticuerpos anti-CMVH. El título de 
anticuerpos séricos inhibidores de la fusión celular inducida por el CMVH fue definido 
como la máxima dilución capaz de reducir en un 50% el número de sincitios presentes 
en los pocilios del control de virus, considerando como verdaderos sincitios a aquellos 
que al menos contenían 5 núcleos. Los experimentos de inhibición de la fusión 
inducida por el CMVH se llevaron a cabo por duplicado.
2.5.9 Cuantificación de los anticuerpos que bloquean la transmisión 
intercelular del CMVH (inhibición de la formación de placas)
Para la realización de este ensayo biológico se utilizaron placas de poliestireno de 96 
pocilios en cuya base se había hecho crecer con anterioridad una monocapa de células 
HFF.
Cada pocilio fue inoculado con 20-50 UFP (según el experimento programado) del 
CMVH en un volumen de 100 ni de DMEM con SBF al 2%. El inoculo fue mantenido una 
hora en contacto con las monocapas. Tras una hora de incubación a 37°C, las placas 
fueron incubadas a 37°C en una estufa de C02 (5%) durante 18 horas.
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Paralelamente se efectuaron diluciones seriadas (diluciones dobles desde 1:10 a 
1:1260) de los sueros problema en medio DMEM con SBF al 2%. Se añadieron 100 i^l de 
cada una de las diluciones (en duplicado) a los pocilios correspondientes, y las placas 
fueron incubadas a 37°C en una estufa de C02 durante 48 horas. Una vez transcurrido 
este tiempo se retiró el contenido de los pocilios, que fue renovado añadiendo 
nuevamente 100 pl de los sueros problema diluidos en DMEM con un 2% de SBF. Las 
placas fueron incubadas otras 48 horas, y transcurrido este tiempo, el contenido de los 
pocilios fúe renovado nuevamente. Finalmente las placas fueron incubadas otras 48-72 
horas al cabo de las cuales los focos de infección (placas) generados por el CMVH en las 
monocapas ya eran visibles con el microscopio invertido.
Para conocer el título de anticuerpos séricos inhibidores de la formación de placas se 
procedió en primera instancia a determinar el número medio de células que constituían 
las placas en los pocilios de los controles (que contenían únicamente virus). El título de 
anticuerpos fue la máxima dilución capaz de reducir a la mitad el número de células que 
constituían las placas (reducción del 50% de su tamaño).
2.6 Métodos estadísticos
La comparación de las medianas de los títulos de anticuerpos y demás parámetros 
sometidos a estudio entre los distintos grupos de población se llevó a cabo utilizando 
el test de Mann-Whitney dada la distribución no paramétrica de los datos. Para 
efectuar los cálculos se utilizó el programa informático Instat (San Diego, CA). Este 
test compara estadísticamente la mediana de dos muestras independientes (grupos). 
Los valores de P = <0,05 son considerados como estadísticamente significativos. La 
correlación entre los valores de los rangos de los diferentes parámetros se calculó
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utilizando el test de Spearman (Rank test) también por medio del programa 
informático Instat. Las correlaciones fueron consideradas óptimas si r = > 0,5.
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3. OBJETIVOS

JDbjetivos
Las Infecciones activas por el CMVH son más frecuentes en el paciente infectado por el 
VIH-1, Incluso en el estadio asintomático de la infección, que en el individuo sano. Se 
desconoce si ese hecho se debe, al menos en parte, a que los pacientes Infectados por el 
VIH-1 generan una respuesta de anticuerpos con función antivlral contra el CMVH 
cuantitativamente deficitaria o cualitativamente anormal en comparación con la que 
desarrollan los Individuos ¡nmunocompetentes.
Los pacientes con SIDA y cifras de linfocltos T CD4+ periféricos inferiores a 50/mm3 
presentan un riesgo elevado de desarrollar una enfermedad orgánica por el CMVH; sin 
embargo, ésta no se objetiva en todos los pacientes con SIDA en el estadio terminal. Se 
desconoce si en la patogénesis de la enfermedad Invasiva por el CMVH en el marco del 
SIDA se encuentran Implicados factores predisponentes de índole distinta de la 
¡nmunosupreslón celular inherente al progreso de la infección por el VIH-1 relacionados 
con la respuesta ¡nmunltarla de anticuerpos funcionales contra el virus; en este sentido 
es posible que los pacientes con SIDA que desarrollan una enfermedad orgánica por el 
CMVH generen una respuesta deficitaria de anticuerpos funcionales anti-CMVH en 
comparación con la de los pacientes en los que aquélla no se presenta.
La Incidencia de la enfermedad orgánica por el CMVH en los pacientes con SIDA ha 
disminuido notablemente como consecuencia de la prescripción de las denominadas 
combinaciones terapéuticas antirretrovlrales de gran eficacia ("TAGE"), presumiblemente 
porque con ellas se consigue restituir, al menos parcialmente, la capacidad del sistema 
inmunitarlo celular para combatir las infecciones por los microorganismos oportunistas, 
entre ellos el CMVH. Nada se sabe, sin embargo, del efecto de estas terapias sobre la 
inmunidad humoral frente al CMVH.
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Son anticuerpos con acreditada función anti-CMVH los que reconocen la glucoproteína B 
(gB) del virus y los que son capaces de neutralizar la infección por el virus en ausencia 
del complemento. Creemos que además de los anteriores, los anticuerpos que Inhiben la 
transmisión intercelular del CMVH son también funcionales in vivo.
Con base en lo anterior, los objetivos del presente estudio son los siguientes:
1. Determinar si los pacientes infectados por el VIH-1 generan una respuesta de 
anticuerpos contra el CMVH anormal en relación con la de los individuos 
inmunocompetentes; se analizará cuantitativa y cualitativamente la respuesta de 
anticuerpos funcionales contra el CMVH en el paciente infectado por el virus VIH-1, tanto 
en el que se encuentra en el estadio asintomático de la infección cuanto en el que ya ha 
desarrollado el SIDA, la cual será comparada con la de un grupo de individuos 
inmunocompetentes (controles).
El análisis cuantitativo consistirá en lo siguiente:
1.1 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos IgG (totales) frente al CMVH 
completo mediante un inmunoensayo comercial.
1.2 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos IgG (totales) frente a la 
glucoproteína B (gB) del CMVH mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta.
1.3 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos que neutralizan el CMVH en 
ausencia del complemento mediante un ensayo rápido de neutralización.
98
1.4 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos que impiden la transmisión 
intercelular del CMVH mediante un ensayo de bloqueo de formación de placas en 
monocapas de células HFF.
El análisis cualitativo consistirá en practicar las siguientes determinaciones:
1.5 Análisis de la respuesta ¡sotípica de anticuerpos de clase IgG frente a la 
glucoproteína B (gB) del CMVH; esto es, la cuantificación de los niveles séricos de 
anticuerpos de los isotipos IgGl, 2, 3 y 4 frente a la gB mediante un ensayo de 
inmunofluorescencia indirecta.
1.6 Caracterización funcional de la respuesta de anticuerpos neutralizantes anti-CMVH a 
través de la cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos capaces de neutralizar al 
CMVH impidiendo específicamente el proceso de penetración viral mediante un ensayo 
de neutralización postadsorción y otro de inhibición de la fusión inducida por el CMVH en 
células de glioblastoma.
2. Averiguar si los pacientes con SIDA que desarrollan una enfermedad orgánica por el 
CMVH presentan una respuesta de anticuerpos funcionales anti-CMVH deficiente en 
comparación con la de quienes teniendo un grado comparable de inmunodepresión no lo 
hacen. Con ese fin se realizarán un estudio transversal y otro longitudinal en los que se 
practicarán a cada individuo las siguientes determinaciones:
2.1 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos IgG totales contra la gB.
Objetivos
2.2 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos que neutralizan el CMVH en 
ausencia del complemento.
2.3 Cuantificación de los niveles séricos de anticuerpos que bloquean la transmisión 
intercelular del CMVH.
3. Investigar el efecto de las combinaciones terapéuticas antirretrovirales de gran 
eficacia sobre la respuesta de anticuerpos funcionales anti-CMVH. Con ese fin, se 
cuantificarán periódicamente los niveles séricos de los anticuerpos anti-gB y 
neutralizantes en ausencia de complemento en pacientes VIH-1 asintomáticos y en el 
estadio de SIDA que responden a las terapias combinadas de elevada eficacia 
antirretroviral (reducción significativa de la carga viral plasmática del VIH-1 y 
recuperación del número de células T CD4+ periféricas), los cuales serán comparados 
con los niveles medidos en un grupo de pacientes en el que aquéllas fracasan.
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Resultados
4.1 Caracterización de la respuesta de anticuerpos funcionales frente 
al CMVH en pacientes infectados por el VIH-1
El objeto de la primera parte de este estudio fue caracterizar cuantitativa y 
cualitativamente la respuesta de anticuerpos funcionales frente al CMVH en un grupo 
de pacientes infectados por el VIH-1 en distintos estadios evolutivos de la infección y 
compararla con la de un grupo control constituido por individuos inmunocompetentes.
En esta fase del estudio se analizó un total de 70 sueros pertenecientes a 26 individuos 
infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección, 25 pacientes con 
SIDA sin enfermedad orgánica aparente debida al CMVH y 19 individuos sanos 
(control).
4.1.1 Anticuerpos IgG frente al CMVH (virus completo)
En primera instancia se cuantificó la respuesta de anticuerpos de la clase IgG 
(policlonal) frente al CMVH (virus completo) mediante un enzimoanálisis (ELISA) 
comercial. Conviene resaltar que los anticuerpos cuantificados mediante este 
procedimiento reconocen tanto las proteínas de la membrana que envuelve al virus 
cuanto las fosfoproteínas del tegumento, éstas en particular, y otras proteínas 
estructurales de la cápside vírica.
Los resultados de estos experimentos se muestran en las Tablas 4.1 a 4.3.
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Tabla 4.1 Anticuerpos IgG séricos frente al CMVH (virus completo) en los individuos 
del grupo control.
Paciente n° UJ/mi*
1 220
2 180
3 16
4 17
5 250
6 204
7 16
8 182
9 0
10 250
11 250
12 15
13 250
14 15
15 160
16 180
17 15
18 16
19 15
*U I = Unidades Internacionales.
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Tabla 4.2 Anticuerpos IgG séricos frente ai CMVH (virus completo) en los individuos 
infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección.
Paciente n° U I/m l*
1 59
2 250
3 73
4 92
5 138
6 89
7 250
8 250
9 105
10 85
11 86
12 96
13 250
14 95
15 115
16 250
17 97
18 250
19 218
20 236
21 145
22 250
23 216
24 250
25 250
26 97
*U I = Unidades Internacionales.
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Tabla 4.3 Anticuerpos IgG séricos frente al CMVH (virus completo) en los individuos 
infectados por el VIH-1 en el estadio del SIDA (sin enfermedad orgánica por el CMVH).
Paciente n° U I/m ¡*
1 250
2 250
3 80
4 250
5 250
6 113
7 250
8 250
9 250
10 250
11 125
12 62
13 250
14 63
15 250
16 250
17 71
18 18
19 250
20 250
21 250
22 250 .
23 250
24 250
25 250
*U I = Unidades Internacionales.
La absorbancia de algunos sueros excedió el límite superior de cuantificación del 
sistema. En esos casos no se realizaron diluciones para determinar con precisión la
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cantidad de anticuerpos presentes sino que, a efectos del análisis estadístico a que se 
sometieron los datos, se les asignó el valor de 250 Ul/ml.
Los niveles séricos de anticuerpos IgG anti-CMVH (virus completo) en la población 
infectada por el VIH-1, especialmente en el grupo de los pacientes con SIDA, fueron 
mayores que en los individuos del grupo control; sin embargo, sólo la diferencia 
registrada entre el grupo de pacientes con SIDA y el de individuos control alcanzó 
significación estadística. En la Figura Q.1 se muestran en conjunto los niveles séricos 
de anticuerpos IgG frente al CMVH completo de los distintos individuos estudiados y en 
la Tabla Q.Q se muestran los resultados del análisis estadístico de las comparaciones 
entre los distintos grupos.
Ul/m l
210-250
• • • • •
180-210 • •
150-180 • • •
120-150
90-120
60-90
30-60
0-30 • • • • • • • • •
Grupo
Control
• •
• • • •
VIH-1 asintomáticos SIDA sin enfermedad 
orgánica por el CMVH
Grupos de estudio
Figura 4.1 Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-CMVH (virus completo) medidos 
mediante ELISA de los distintos individuos objeto de estudio. La barra horizontal de 
color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
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Tabla 4.4 Análisis estadístico de la comparación de los niveles séricos de anticuerpos 
IgG frente al CMVH (virus completo) entre los distintos grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 0.0878
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes 0.0018
VIH-1 asintomáticos/Inmunocompetentes 0.0863
Significativo estadísticamente si P <0.05.
Es relevante mencionar que no se observó una correlación significativa (P = >0.5) 
entre los niveles de anticuerpos IgG frente al CMVH medidos por ELISA y los recuentos 
de células T CD4+ en los pacientes infectados por el VIH-1 (tanto en el estadio 
asintomático de la infección como en el del SIDA.)
4.1.2 Anticuerpos IgG anti-gB
La glucoproteína B (gB) es una proteína muy inmunogénica de la membrana del 
CMVH que induce la síntesis de anticuerpos neutralizantes in vivo. En consecuencia, se 
procedió posteriormente a medir los niveles séricos de los anticuerpos anti-gB de los 
pacientes incluidos en los distintos grupos de estudio. Para ello se utilizó un ensayo de 
inmunofluorescencia indirecta en el que el antígeno de la reacción es una línea celular 
que expresa constitutivamente la gB (UB3T3). Antes de cada tanda de ensayos se 
comprobó mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizando un anticuerpo 
monoclonal específico de gB (CH177), que el nivel de expresión de gB por parte de las 
células en cultivo era suficiente.
Se constató la especificidad de este ensayo al observar la ausencia de reacción 
(fluorescencia) de 3 sueros (control) pertenecientes a otros tantos pacientes no 
infectados por el CMVH (sueros que no reaccionaron en el ELISA comercial que detecta
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anticuerpos contra el CMVH completo) y al comprobar que ninguno de los sueros que 
reaccionaban con las células que expresaban la gB lo hacían con las células de 
glioblastoma parentales las cuales no expresaban la glucoproteína viral.
En la Figura. Q.2 se muestra una reacción de inmunofluorescencia positiva. El patrón 
de fluorescencia que se observa es mixto: citoplasmático/perinuclear (tipo Golgi- 
Retículo endoplásmico rugoso) y de membrana.
Figura 4.2 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para la detección de anticuerpos 
anti-gB. Reacción positiva.
En la Figura Q.P se muestra la ausencia de fluorescencia específica observada cuando 
se utilizó un suero que carecía de anticuerpos anti-gB (control).
Figura 4.3 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para la detección de anticuerpos 
anti-gB. Reacción negativa.
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En las Tablas 4.5 a 4.7 se muestran los títulos de anticuerpos anti-gB medidos en los 
sueros problema de los tres grupos de estudio.
Tabla 4.5 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en los individuos del grupo control.
Paciente n° Inversa del título
1 80
2 160
3 160
4 40
5 80
6 80
7 80
8 160
9 20
10 80
11 160
12 80
13 160
14 40
15 80
16 40
17 20
18 40
19 40
110
D ^ u c j i / f a / V / i r
Tabla 4.6 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en los individuos infectados por el 
VXH-1 en el estadio asintomático de la infección.
Paciente n° Inversa dei título
1 160
2 160
3 80
4 40
5 160
6 80
7 80
8 160
9 40
10 160
11 40
12 40
13 320
14 80
15 160
16 40
17 160
18 160
19 80
20 320
21 160
22 320
23 640
24 1280
25 160
26 320
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Tabla 4.7 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en los pacientes con SIDA (sin 
enfermedad orgánica debida al CMVH).
Paciente n° Inversa dei título
1 640
2 1280
3 160
4 80
5 640
6 320
7 640
8 640
9 160
10 320
11 80
12 160
13 160
14 160
15 160
16 320
17 320
18 160
19 320
20 320
21 160
22 320
23 160
24 320
25 320
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Se observó una correlación estadísticamente significativa (r = 0.Q07P; P = 0.000Q6; 
Intervalo de Confianza (IC) 95% 0.070-0.2P8) entre los títulos de los anticuerpos 
séricos anti-gB y los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH completo medidos 
mediante el ELISA comercial al que se ha aludido anteriormente.
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Figura 4.4 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-gB y los de los 
anticuerpos frente al CMVH completo. Recta de regresión.
En la Figura Q.5 se muestran los títulos de anticuerpos séricos anti-gB de los 
individuos de los tres grupos de estudio y en la Tabla Q.8 los resultados del análisis 
estadístico de las comparaciones entre los distintos grupos.
La mediana del título de anticuerpos séricos anti-gB en el grupo de los pacientes con 
SIDA sin enfermedad orgánica debida al CMVH fue significativamente mayor que las de 
los otros dos grupos de estudio. Asimismo, los niveles séricos de anticuerpos anti-gB 
fueron significativamente mayores en el grupo de individuos infectados por el VIH-1 en 
el estadio asintomático de la infección que en el grupo de individuos control.
La diferencia observada entre el grupo de enfermos con SIDA sin enfermedad 
orgánica por el CMVH y el de individuos VIH-asintomáticos no se debió a la presencia
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en el primero de un nivel sérico significativamente mayor de inmunoglobulinas totales 
de la clase IgG (P = 0.2P81).
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Figura 4.5 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en los distintos individuos objeto de 
estudio. La barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color 
rojo con la media aritmética.
Tabla 4.8 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-gB entre 
los distintos grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes 
VIH-1 asintomáticos/Inmunocompetentes
0.0057
<0.0001
0.01P9
Significativo estadísticamente si P<0.05.
Puesto que no se observo déficit cuantitativo alguno en la respuesta de anticuerpos 
anti-gB en los individuos infectados por el VIH-1, ni siquiera en los pacientes con SIDA, 
se analizó posteriormente, la respuesta isotípica de anticuerpos anti-gB con objeto de
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averiguar si ésta era anormal en los pacientes Infectados por el VIH-1 en comparación 
con la de los Individuos del grupo control. Es sabido que las propiedades biológicas de 
las IgG, entre ellas la actividad antiviral, varían según el Isotlpo considerado.
Se procedió por tanto a cuantificar los niveles séricos de anticuerpos antl-gB de los 
isotipos IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4. Para ello se utilizó el método de 
Inmunofluorescencia Indirecta anteriormente descrito con la diferencia de que se 
emplearon como conjugados anticuerpos monoclonales específicos de isotlpo marcados 
con fluoresceína en vez de un anticuerpo pollclonal anti-IgG humana. Los títulos
medidos se muestran en las Tablas 4.9 a 4.11.
Tabla 4.9 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB de los isotipos IgG l, 2, 3, 4 en los 
individuos del grupo control.
Paciente n°
Inversa dei título
IgG l IgG2 IgG3 IgG4
1 80 10 0 0
2 160 10 0 0
3 160 0 10 0
4 80 20 0 0
5 80 0 0 0
6 80 0 0 0
7 160 0 0 0
8 160 0 0 0
9 40 0 0 0
10 80 0 0 0
11 160 0 0 0
12 80 0 0 0
13 160 0 0 0
14 80 0 0 0
15 80 0 0 0
16 40 0 0 0
17 20 0 0 0
18 80 0 0 0
19 40 0 10 0
115
Resultados
Tabla 4.10 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB de los isotipos IgG l, 2, 3, 4 en los 
individuos infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección.
Paciente n°
Inversa dei título
IgG l lgG2 IgG3 IgG4
1 160 0 0 0
2 160 10 0 0
3 80 0 0 0
4 40 20 0 0
5 160 10 0 0
6 80 0 0 0
7 160 20 10 0
8 160 10 0 0
9 40 0 0 0
10 160 0 10 0
11 40 0 0 0
12 40 0 0 0
13 80 0 0 0
14 80 0 0 0
15 80 0 0 0
16 40 0 0 0
17 80 0 0 0
18 80 0 0 0
19 80 0 0 0
20 160 10 10 0
21 80 0 10 0
22 160 0 0 0
23 160 0 0 0
24 1280 0 0 0
25 160 0 0 0
26 160 10 0 0
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Tabla 4.11 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB de los isotipos IgG l, 2, 3, 4 en los 
paciente con SIDA sin enfermedad orgánica debida al CMVH.
Paciente n°
Inversa dei título
IgG l lgG2 lgG3 lgG4
1 640 0 10 0
2 1280 0 20 0
3 80 0 0 0
4 80 0 40 0
5 640 0 20 0
6 160 0 10 0
7 640 0 0 0
8 640 0 20 0
9 80 0 10 0
10 160 0 20 0
11 160 0 10 0
12 160 0 10 0
13 80 0 10 0
14 80 0 0 0
15 160 10 0 0
16 160 0 10 0
17 80 10 0 10
18 80 0 0 0
19 80 0 0 0
20 160 0 0 0
21 160 0 10 0
22 640 0 0 0
23 160 0 0 0
24 640 0 0 0
25 640 0 0 0
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La respuesta de anticuerpos anti-gB del isotipo IgGl fue dominante en todos los 
sueros con independencia del grupo a que perteneciera el paciente objeto de estudio; 
de hecho, en todos los sueros se detectaron anticuerpos IgGl anti-gB. De acuerdo con 
lo que cabía esperar a tenor de los resultados obtenidos en la cuantificación de 
anticuerpos IgG totales anti-gB, la mediana del título de anticuerpos séricos anti-gB del 
isotipo IgGl en el grupo de pacientes con SIDA fue significativamente mayor que la de 
los grupos de individuos infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la 
infección y control (ver la Figura 4.6 y la Tabla 4.12 en la que se muestra el análisis 
estadístico de las comparaciones entre los grupos de estudio). Se detectaron 
anticuerpos anti-gB del isotipo IgG3 en 13 de los 25 sueros de los pacientes con SIDA 
y sólo en 4 y 2 de los sueros de los pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la infección y del grupo control respectivamente; sin embargo la 
mediana del título de anticuerpos anti-gB de este isotipo fue similar (1/10) en todos los 
grupos de estudio. Sólo en unos pocos sueros de cada grupo se detectaron 
anticuerpos anti-gB de las subclases IgG2 e IgG4 y en todo caso las medianas de los 
títulos no difirieron de unos grupos a los otros.
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Figura 4.6 Títulos de anticuerpos anti-gB del isotipo IgG l en los distintos grupos de
estudio. La barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color
rojo con la media aritmética.
Tabla 4.12 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-gB del
isotipo IgG l entre los distintos grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 0.016Q
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes 0.0026
VIH-1 asintomáticos/Inmunocompetentes 0.P968
Significativo estadísticamente si P<0.05.
En resumen, el patrón de la respuesta isotípica IgG anti-gB en los pacientes
infectados por el VIH-1, en los distintos estadios de la infección, no difirió de la de los
individuos del grupo control.
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4.1.3 Anticuerpos que neutralizan al CMVH
Posteriormente se determinó el título de anticuerpos séricos que neutralizan al CMVH 
(extracelular) en ausencia de complemento de los individuos objeto de estudio. En la 
Figura Q.7 se muestra la imagen observada cuando el CMVH se incubaba con un suero 
carente de anticuerpos capaces de neutralizar al CMVH. Obsérvese la presencia de 
núcleos fluorescentes en algunas células del cultivo. En la Figura Q.8 se muestra la 
imagen observada cuando el CMVH se incubaba con un suero que contenía anticuerpos 
neutralizantes anti-CMVH. Obsérvese la ausencia de núcleos fluorescentes en el campo 
microscópico.
*  *
Figura 4.7 Ensayo de anticuerpos anti-CMVH neutralizantes. Ausencia de 
neutralización.
Figura 4.8 Ensayo de anticuerpos anti-CMVH neutralizantes. Control positivo de 
neutralización.
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Los títulos séricos de anticuerpos neutralizantes medidos en los individuos objeto de 
estudio se muestran en las Tablas 4.13 a 4.15.
Tabla 4.13 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en los individuos 
del grupo control.
Paciente n° Inversa de i  título
1 80
2 20
3 20
4 40
5 80
6 80
7 80
8 160
9 20
10 80
11 160
12 20
13 80
14 160
15 80
16 80
17 20
18 20
19 20
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Tabla 4.14 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en los individuos 
infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección.
Paciente n° Inversa dei título
1 160
2 80
3 80
4 40
5 80
6 80
7 80
8 80
9 160
10 80
11 40
12 80
13 320
14 80
15 320
16 20
17 640
18 160
19 640
20 160
21 80
22 160
23 160
24 1280
25 80
26 80
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Tabla 4.15 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en los pacientes 
con SIDA sin enfermedad orgánica debida al CMVH.
Paciente n° Inversa dei título
1 320
2 640
3 80
4 320
5 160
6 320
7 160
8 320
9 320
10 640
11 40
12 40
13 640
14 160
15 320
16 320
17 320
18 640
19 80
20 160
21 160
22 320
23 160
24 320
25 320
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Se constató la existencia de una correlación estadísticamente significativa (r =0.611Q; 
P = <0.0001; IC 95% 0.Q67-0.89Q) entre los títulos de anticuerpos anti-CMVH 
neutralizantes y los títulos de anticuerpos anti-gB (Figura Q.9).
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Figura 4.9 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH 
neutralizantes y los de anticuerpos anti-gB. Recta de regresión.
Sin embargo la correlación (ver la Figura Q.10) observada entre los títulos de 
anticuerpos anti-CMVH neutralizantes y los niveles de anticuerpos IgG frente al CMVH 
completo (cuantificados mediante ELISA) no alcanzó significación estadística 
(r=0.2972; P = 0.012Q; IC 95% 0.156-1.251).
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Figura 4.10 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH 
neutralizantes y los de anticuerpos anti-CMVH completo. Recta de regresión.
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La mediana de los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH neutralizantes del grupo 
de los pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica fue significativamente mayor que 
la de los individuos infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección y 
que la de los individuos incluidos en grupo control. Asimismo, la mediana de los títulos 
séricos de anticuerpos neutralizantes de los individuos infectados por el VIH-1 
asintomáticos fue significativamente mayor que la de los del grupo control (ver la 
Figura Q.11 y la Tabla Q.16 en la que se muestra el análisis estadístico de los datos).
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Figura 4.11 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en los distintos 
grupos de estudio. La barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y 
la de color rojo con la media aritmética.
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Tabla 4.16 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-CMVH 
neutralizantes entre los distintos grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 0.0071
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes <0.0001
VIH-1 asintomáticos/Inmunocompetentes 0.0079
Significativo estadísticamente si P<0.05.
En resumen, en los pacientes infectados por el VIH-1 tanto en ei estadio asintomático 
de la infección como en el de SIDA no se observó déficit cuantitativo alguno en la 
respuesta de anticuerpos anti-CMVH neutralizantes en relación con la de los individuos 
control.
4.1.3.1 Caracterización del modo de acción de los anticuerpos séricos 
anti-CMVH neutralizantes
Los datos experimentales mencionados en los apartados anteriores demostraban con 
claridad que los pacientes infectados por el VIH-1, particularmente aquellos que ya 
habían desarrollado el SIDA, mostraban una respuesta de anticuerpos anti-gB y anti- 
CMVH neutralizante de mayor magnitud que los individuos inmunocompetentes del 
grupo control. Con los experimentos que se detallan a continuación se pretendió 
caracterizar con mayor precisión la naturaleza de la respuesta neutralizante en los 
distintos grupos de estudio con objeto de determinar si había alguna diferencia 
cualitativa, esto es en el modo de acción de los anticuerpos neutralizantes séricos, 
entre los pacientes infectados por el VIH-1, en los distintos estadios evolutivos de la 
infección, y el grupo control. Es necesario mencionar que con el ensayo clásico de 
neutralización del CMVH (el realizado hasta este momento) no puede precisarse el/los 
mecanismo/s que median el bloqueo de la infección (neutralización) por el CMVH.
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Con objeto de analizar cualitativamente la respuesta de anticuerpos anti-CMVH 
neutralizantes se llevaron a cabo experimentos de neutralización de virus adsorbido y 
de inhibición de la fusión inducida por el CMVH en células de glioblastoma, tal y como 
se detalla a continuación.
4.1.3.1.1 Anticuerpos que neutralizan el CMVH adsorbido a las células 
(ANPA-Anticuerpos neutralizantes postadsorción)
Con el uso de este método se pretendió cuantificar la fracción de los anticuerpos 
séricos que neutralizan al CMVH en una etapa posterior a la de la adsorción del virus a 
la superficie celular (presumiblemente impidiendo la penetración del virus en el interior 
de las células o quizá algún paso inmediatamente posterior a éste). Este método, por 
lo tanto, soslaya la detección de los anticuerpos que neutralizan al CMVH impidiendo la 
adsorción viral y los que lo hacen agregando viriones.
En este ensayo, tal y como se describe en la sección de los métodos, los viriones del 
CMHV se incuban con las monocapas celulares a 4°C, temperatura a la que las 
partículas víricas consiguen adsorberse a las células pero no penetrar en ellas. 
Posteriormente las monocapas celulares con los virus adsorbidos a su membrana se 
exponen a distintas diluciones del suero problema y se incuban a 37°C. A esta 
temperatura los viriones que no hayan sido neutralizados por los anticuerpos del suero 
problema penetrarán en el interior de la células a las que se habían fijado.
Los títulos de anticuerpos séricos capaces de neutralizar al CMVH adsorbido de los 
individuos incluidos en los distintos grupos de estudio se muestran en las Tablas 4.17 a 
4.19.
127
Resultados
Tabla 4.17 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes postadsorción 
(ANPA) en los individuos del grupo control.
Paciente n° Inversa dei título
1 80
2 20
3 20
4 20
5 80
6 20
7 80
8 80
9 20
10 40
11 20
12 20
13 20
14 20
15 40
16 40
17 20
18 20
19 20
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Tabla 4.18 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes postadsorción 
(ANPA) en los individuos infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la 
infección.
Paciente n° Inversa dei título
1 80
2 20
3 20
4 20
5 40
6 80
7 80
8 40
9 40
10 20
11 20
12 20
13 80
14 20
15 20
16 20
17 40
18 80
19 320
20 20
21 20
22 80
23 40
24 320
25 40
26 40
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Tabla 4.19 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes postadsorción 
(ANPA) en los pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica causada por el CMVH.
Paciente n° Inversa dei título
1 80
2 80
3 40
4 160
5 160
6 160
7 20
8 40
9 80
10 160
11 20
12 20
13 40
14 20
15 20
16 40
17 40
18 40
19 20
20 80
21 80
22 20
23 20
24 40
25 40
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Observamos que había una correlación significativa entre los títulos de anticuerpos 
medidos por ambos ensayos de neutralización (r = 0.6Q90; P = <0.0001; IC 95% 
0.125-0.22Q) (Ver Figura Q.12).
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Figura 4.12 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH que 
neutralizan al CMVH adsorbido (ANPA) y neutralizantes medidos por el método 
convencional. Recta de regresión.
También se observó una correlación significativa entre los títulos séricos de ANPA y 
de los anticuerpos anti-gB (r = 0.Q088; P = 0.000QQ1; IC 95% 0.776-2.600) (Ver 
Figura Q.1P).
i ♦300
2 2  200
♦
100
♦
♦ ♦ # ♦o + -
200 400 600 800 1000 1200 1400
Inversa del título anticuerpos anti-gB
Figura 4.13 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH que 
neutralizan al CMVH adsorbido (ANPA) y anticuerpos anti-gB. Recta de regresión.
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Contrariamente, sin embargo, se observó una escasa correlación entre los niveles 
séricos de ANPA y los de los anticuerpos anti-CMVH (virus completo) medidos por 
ELISA (r = 0.29P0; P = 0.01P8; IC 95% 0.096-0.820) (Ver Figura Q.1Q).
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Figura 4.14 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-CMVH que 
neutralizan al CMVH adsorbido (ANPA) y anticuerpos IgG frente al CMVH (virus 
completo). Recta de regresión.
Los niveles séricos de ANPA fueron superiores en los individuos infectados por el VIH- 
1, en particular en los enfermos de SIDA, que en los integrantes del grupo de estudio 
control (ver Figura Q.15). No obstante, en ningún caso las diferencias halladas 
alcanzaron significación estadística (Tabla Q.20).
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Figura 4.15 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH que neutralizan el virus 
adsorbido (ANPA) en los distintos grupos de estudio. La barra horizontal de color 
azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
Tabla 4.20 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-CMVH 
que neutralizan virus adsorbido (ANPA) entre los distintos grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 0.5009
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes 0.059P
VIH -1 asi ntomáticos/I nmu nocom petentes 0.2179
Significativo estadísticamente si P<0.05.
Para determinar qué fracción de la actividad neutralizante global de los sueros 
problema era adscribible a los anticuerpos ANPA fue necesario comparar los títulos de 
anticuerpos anti-CMVH neutralizantes medidos por ambos ensayos. Puesto que en el 
ensayo de neutralización convencional los sueros se incuban con los viriones del CMVH
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a 37°C y en el de neutralización postadsorción a 4°C había que determinar si los títulos 
de anticuerpos neutralizantes medidos mediante el primero se conservaban cuando el 
virus se incubaba con los sueros a 4°C en vez de a 37°C. Constatamos que el cambio 
de temperatura en la incubación de los sueros con los viriones del CMVH no afectaba a 
los títulos medidos. Por lo que respecta al grupo control, en 6 de los 19 sueros los 
títulos de anticuerpos anti-CMVH neutralizantes medidos por ambos ensayos 
coincidieron, en los 13 restantes los títulos séricos ANPA fueron de 2 a 8 veces 
inferiores a los medidos mediante el ensayo convencional. En el grupos de los 
pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección se 
observaron títulos coincidentes sólo en 3 de los sueros, mientras que este mismo 
hecho se constató en un solo suero del grupo de pacientes con SIDA. En el resto de 
sueros del grupo de los individuos VIH-1 asintomáticos los títulos séricos ANPA fueron 
2-16 veces inferiores a los títulos séricos medidos con el ensayo convencional. La 
conclusión a que llegamos después de analizar los anteriores datos, la cual puede ser 
inferida observando la Figura 4.16, es que la contribución de los ANPA a la capacidad 
neutralizante global del suero es sustancialmente menor en los pacientes infectados 
por el VIH-1, particularmente en los pacientes con SIDA, que en los individuos control 
(Figura 4.16).
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Figura 4.16 Contribución de los anticuerpos anti-CMVH ANPA a la capacidad 
neutralizante global del suero en los individuos de los distintos grupos de estudio. 
Sobre las barras se muestran las medias aritméticas de los niveles séricos de los 
anticuerpos correspondientes.
4.1.3.1.2 Anticuerpos que impiden la fusión de células de glioblastoma 
mediada por el CMVH
Los datos obtenidos en los dos ensayos de neutralización llevados a cabo revelaban 
que tanto los sueros de los individuos control como los de los pacientes infectados por 
el VIH-1, con independencia del estadio clínico de esta infección, contienen una 
fracción, variable en función del grupo considerado, de anticuerpos neutralizantes que 
bloquean al virus o bien impidiendo la penetración del virus en el interior de la célula o
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bien interfiriendo en algún proceso inmediatamente posterior, ya intracelularmente. 
Con objeto de cuantificar exclusivamente la fracción de anticuerpos que neutralizan la 
penetración del virus se realizaron experimentos de bloqueo de la fusión inducida por 
el CMVH en células de glioblastoma, células particularmente sensibles a la actividad 
fusogénica del CMVH. La fusión entre células que se genera en este sistema remeda la 
que se produce entre la envoltura del CMVH y la membrana plasmática de la célula 
diana in vivo. En este ensayo se infectan monocapas de células U373 (glioblastoma) 
con el CMVH y posteriormente se incuban con distintas diluciones del suero problema 
durante varios días, al cabo de los cuales se cuenta el número de sincitios presentes 
en la monocapa de los pocilios problema y de los pocilios control a los que o bien no 
se ha a añadido suero o se ha añadido un suero carente de anticuerpos contra el 
CMVH.
En primer lugar se procedió a la optimación del ensayo; después de realizar varias 
pruebas se llegó a la conclusión de que el ensayo funcionaba mejor cuando la 
monocapa de células U373 se disponía con una confluencia próxima al 70% y se 
inoculaba con una concentración de virus de aproximadamente 50 UFP (unidades 
formadoras de placas) por pocilio. Por otra parte, dada la distinta naturaleza de los 
ensayos de fusión y de neutralización y con objeto de poder comparar los títulos que 
se obtuvieran en ambos ensayos, hubo que llevar a cabo un experimento preliminar en 
el que se cuantificaron los anticuerpos neutralizantes en 10 sueros, 5 del grupo control 
y 5 pertenecientes a pacientes con SIDA, utilizando en el ensayo de neutralización 
convencional células U373 en vez de fibroblastos (HFF) para tener la certeza de que 
los títulos medidos no variaban por el uso de una línea celular distinta. Estos 
experimentos preliminares demostraron que no existía diferencia alguna en los títulos 
de anticuerpos neutralizantes medidos cuando se empleaban células HFF en relación 
con los hallados cuando se utilizaban las células U373. '
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En la Figura Q.17 se muestra el aspecto de una monocapa de células de glioblastoma 
UP7P infectada por el CMVH (control negativo) y teñida con el procedimiento Giemsa.
Se observa un sincitio típico inducido por el CMVH. En la Figura Q.18 sin embargo no 
se observan sincitios puesto que el desarrollo de éstos fue inhibido por un suero que 
contenía anticuerpos bloqueantes de la fusión inducida por el CMVH (control positivo 
de bloqueo de la fusión).
Figura 4.17 Sincitio inducido por el CMVH en células de glioblastoma U373. Tinción 
de Giemsa. Observación 40X.
Figura 4.18 Bloqueo del desarrollo de sincitios inducidos por el CMVH en células de 
glioblastoma U373. Tinción de Giemsa. Observación 40X.
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Los títulos séricos de anticuerpos inhibidores de la fusión inducida por el CMVH en 
células de glioblastoma U373 (AIF) de los individuos de los distintos grupos de estudio 
se muestran en las Tablas 4.21 a 4.23.
Tabla 4.21 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la fusión inducida por el 
CMVH en células de glioblastoma U373 (AIF) en los individuos del grupo control.
Paciente n° Inversa del título
1 20
2 20
3 80
4 40
5 20
6 20
7 20
8 20
9 20
10 20
11 80
12 20
13 80
14 20
15 80
16 40
17 40
18 40
19 40
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Tabla 4.22 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la fusión inducida por el 
CMVH en células de glioblastoma U373 (AIF) en los individuos infectados por el VIH- 
1 en el estadio asintomático de la infección.
Paciente n° Inversa de1 título
1 80
2 40
3 40
4 40
5 80
6 80
7 40
8 40
9 80
10 40
11 40
12 40
13 40
14 20
15 20
16 40
17 40
18 20
19 80
20 80
21 20
22 40
23 80
24 40
25 80
26 40
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Tabla 4.23 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la fusión inducida por el 
CMVH en células de glioblastoma U373 (AIF) en los pacientes con SIDA sin 
enfermedad orgánica causada por el CMVH.
Paciente n° Inversa dei título
1 80
2 80
3 80
4 160
5 80
6 80
7 40
8 40
9 160
10 160
11 20
12 40
13 40
14 160
15 160
16 80
17 80
18 40
19 40
20 80
21 40
22 40
23 40
24 160
25 40
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En las Figuras Q.19, Q.20 y Q.21 se muestran las rectas de regresión correspondientes 
a las correlaciones entre los niveles séricos de anticuerpos AIF y los anticuerpos anti- 
gB, neutralizantes, y neutralizantes postadsorción respectivamente. La correlación 
entre anticuerpos AIF y anti-gB (r = 0.1Q7Q; P = 0.22P1; IC 95% -0.572-2.Q16), no 
fue significativa mientras que sí lo fueron las correlaciones entre anticuerpos AIF y 
anticuerpos neutralizantes (r = 0.25QP; P = 0.0PP61; IC 95% 0.11P8-2.7P8) y la 
correlación entre anticuerpos AIF y los anticuerpos neutralizantes postadsorción 
(r=0.2P22; P = 0.05P0; IC 95% -0.00Q8-0.7072). En ningún caso, sin embargo, la 
correlación fue óptima (r = >0.5).
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Figura 4.19 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos inhibidores de la 
fusión inducida por el CMVH en células de glioblastoma (AIF) y los de anticuerpos 
anti-gB. Recta de regresión.
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Figura 4.20 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos inhibidores de la 
fusión inducida por el CMVH en células de glioblastoma (AIF) y los de anticuerpos 
neutralizantes. Recta de regresión.
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Figura 4.21 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos inhibidores de la 
fusión inducida por el CMVH en células de glioblastoma (AIF) y los de anticuerpos 
neutralizantes postadsorción . Recta de regresión.
Es destacable que los sueros de los pacientes infectados por el VIH-1, 
particularmente de los pacientes con SIDA, contenían una cantidad de anticuerpos AIF 
significativamente mayor que la presente en los sueros control (ver Figura Q.22 y Tabla 
Q.2Q). En 6 de los sueros de los individuos control, en Q de los individuos infectados 
por el VIH-1 en el estadio asintomático de la infección y en P pacientes con SIDA los 
títulos AIF y neutralizantes fueron coincidentes, en los restantes sueros los títulos AIF 
fueron 2-16 veces menores que los títulos de anticuerpos neutralizantes.
La contribución de los anticuerpos AIF a la actividad neutralizante global de los 
sueros fue sustancialmente menor en los pacientes infectados por el VIH-1, 
particularmente en los del estadio del SIDA, que en los individuos del grupo control 
(Figura Q.2P).
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Figura 4.22 Títulos de Anticuerpos séricos anti-CMVH que inhiben la fusión inducida 
por el CMVH en células de glioblastoma (AIF) en los distintos grupos de estudio. La 
barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la 
media aritmética.
Tabla 4.24 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-CMVH 
que inhiben la fusión inducida por el CMVH en células de glioblastoma (AIF) entre los 
distintos grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 0.02QP
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes 0.0007
VIH-1 asintomáticos/Inmunocompetentes 0.0528
Significativo estadísticamente si P<0.05.
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Figura 4.23 Contribución de los anticuerpos anti-CMVH (AIF) a la capacidad 
neutralizante global del suero en los individuos de los distintos grupos de estudio. 
Sobre las barras se muestran las medias aritméticas de los niveles séricos de los 
anticuerpos correspondientes.
4.1.4 Anticuerpos que inhiben la expansión intercelular del CMVH
En los experimentos que se describen a continuación se llevó a cabo un análisis 
cuantitativo de la capacidad de los sueros de los distintos grupos de estudio de impedir 
la transmisión intercelular del CMVH, modo de expansión del virus de extraordinaria 
relevancia ¡n vivo.
Tal y como se describe en la sección de material y métodos se empleó para ello el 
procedimiento de inhibición (mediada por anticuerpos) del desarrollo focos citopáticos 
en una monocapa de células HFF. Está suficientemente acreditado que, en este 
sistema, el desarrollo de las placas en cultivo se debe a la expansión intercelular del
144
Resultados
virus y no a la infección de células adyacentes por virus libre extracelular (Navarro et 
al., 199P).
En la Figura Q.2Q se observa una placa (foco de infección) característica inducida por 
el CMVH a los 9 días de la inoculación. En la Figura Q.25 se observa el efecto inhibidor 
de un suero problema que contenía anticuerpos capaces de bloquear la transmisión 
intercelular del CMVH sobre el desarrollo de focos citopáticos. Obsérvese que el 
número de células que forman parte de la placa, y por consiguiente el tamaño de ésta, 
es sustancialmente menor en la segunda imagen (Figura Q.25) que en la primera 
(Figura Q.2Q) resultado del efecto inhibidor del desarrollo de los focos infecciosos
generados por el CMVH por parte del suero problema.
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Figura 4.24 Foco infeccioso generado por el CMVH en células HFF. (A) Placa vista con 
el microscopio óptico tras tinción con Giemsa (40X), (B) Placa teñida con un 
anticuerpo anti-IE l del CMVH. Inmunofluorescencia indirecta.
Figura 4.25 Inhibición de la formación de un foco infeccioso por un suero problema 
que contenía anticuerpos neutralizantes de la expansión intercelular del virus. (A) 
Placa vista con el microscopio óptico tras tinción con Giemsa (40X), (B) Placa teñida 
con un anticuerpo anti-IE l del CMVH. Inmunofluorescencia indirecta.
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En las Tablas 4.25 a 4.27 se muestran los títulos séricos de anticuerpos inhibidores 
del desarrollo de placas (AIP) de los individuos incluidos en los distintos grupos de 
estudio.
Tabla 4.25 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la formación de placas por el 
CMVH en células HFF (AIP) en los individuos del grupo control.
Paciente n ° Inversa dei título
1 20
2 20
3 40
4 40
5 40
6 40
7 20
8 20
9 20
10 20
11 20
12 20
13 20
14 20
15 20
16 80
17 40
18 20
19 20
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Tabla 4.26 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la formación de placas por el 
CMVH en células HFF (AIP) en los individuos infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la infección.
Paciente n° Inversa de! título
1 40
2 80
3 40
4 80
5 80
6 160
7 160
8 20
9 80
10 80
11 40
12 40
13 160
14 40
15 80
16 80
17 40
18 80
19 40
20 640
21 40
22 20
23 40
24 80
25 160
26 80
147
Resultados
Tabla 4.27 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la formación de placas por el 
CMVH en células HFF (AIP) en los individuos infectados por el VIH-1 en el estadio de 
SIDA sin enfermedad orgánica causada por el CMVH.
Paciente n° Inversa dei título
1 160
2 640
3 80
4 80
5 320
6 320
7 640
8 320
9 320
10 320
11 80
12 80
13 80
14 320
15 320
16 320
17 320
18 40
19 160
20 80
21 20
22 20
23 20
24 20
25 40
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Con objeto de que los títulos séricos de AIP y los de los anticuerpos neutralizantes 
analizados mediante el ensayo convencional fueran comparables se utilizó el mismo 
número de UFP para infectar los cultivos en ambos ensayos. Se observo una 
correlación significativa aunque no óptima (ver Figura Q.26) entre los títulos de 
anticuerpos AIP y los títulos de anticuerpos neutralizantes, (r = 0.2Q8P; P = 0.0P81; IC 
95% 0.0095-0.P282).
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Inversa del título de anticuerpos inhibidores de la formación de placas 
generadas por el CMVH
Figura 4.26 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos inhibidores de la 
formación de placas generadas por el CMVH en células HFF y los de los anticuerpos 
neutralizantes. Recta de regresión.
Por otra parte se observó una correlación significativa entre los niveles séricos AIP y 
de anticuerpos anti-gB (r = 0.5P21; P = < 0.0001; IC 95% 0.5P5-1.207), (Figura 
Q.27).
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Figura 4.27 Correlación entre los niveles séricos de anticuerpos inhibidores de la 
formación de placas generadas por el CMVH en células HFF y los de los anticuerpos 
anti-gB. Recta de regresión.
Los niveles séricos de AIP fueron significativamente mayores en el grupo de 
individuos infectados por el VIH-1, particularmente en el estadio de SIDA, que en los 
individuos del grupo control y por otra parte, la mediana del título de anticuerpos del 
grupo con SIDA fue mayor que la del grupo de individuos infectados por el VIH-1 en el 
estadio asintomático de la infección (Figura Q.28 y Tabla Q.28).
150
Resultados
640
•  •
a>■o
<0
S2o
>c
320
160
120
80
205
95
40
20
28
Grupo Control VIH-1 asintomáticos SIDA sin enfermedad
_  . . ..  orgánica por el CMVHGrupos de estudio
Figura 4.28 Títulos de Anticuerpos séricos que inhiben la formación de placas 
generada por el CMVH en células HFF (AIP) en los distintos grupos de estudio. La 
barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la 
media aritmética.
Tabla 4.28 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos que inhiben 
la formación de placas generada por el CMVH en células HFF (AIP) entre los distintos 
grupos de estudio.
Grupos comparados Valor de P
SIDA sin enfermedad por el CMVH/VIH-1 asintomáticos 0.0P87
SIDA sin enfermedad por el CMVH/Inmunocompetentes <0.0001
VIH-1 asintomáticos/Inmunocompetentes <0.0001
Significativo estadísticamente si P<0.05.
Por lo tanto no se observó déficit cuantitativo alguno en la respuesta de anticuerpos 
que inhiben la formación de placas generada por el CMVH en los pacientes infectados 
por el VIH-1 en relación con los individuos del grupo control.
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4.2 Análisis comparativo de la respuesta de anticuerpos funcionales 
frente al CMVH en pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio del 
SIDA con o sin una enfermedad orgánica por el CMVH
A través de los experimentos que se detallan a continuación se pretendió averiguar si 
los pacientes afectos de SIDA en los que se constata la presencia de una enfermedad 
orgánica por el CMVH generan una respuesta de anticuerpos funcionales frente al 
CMVH deficitaria en relación con la que desarrollan los pacientes con SIDA e igual 
grado de inmunosupresión en los que no se declara una enfermedad orgánica asociada 
con el CMVH.
Se determinaron los títulos séricos de los anticuerpos IgG totales frente al CMVH 
(virus completo), anti-gB, neutralizantes de virus libre e inhibidores de la formación de 
placas (AIP) en 25 sueros pertenecientes a otros tantos pacientes con enfermedad 
orgánica por el CMVH, cuyas características más relevantes se mostraron en la Tabla
2.4 de la sección de material y métodos, y se compararon estadísticamente con los 
títulos séricos de los anticuerpos mencionados medidos en 25 pacientes con SIDA sin 
enfermedad orgánica y con un grado similar de inmunosupresión, es decir con cifras 
comparables de células T CD4+ periféricas (P = >0.5).
Los niveles séricos medios de inmunoglobulinas totales IgG en ambos grupos de no 
difirieron significativamente (SIDA con enfermedad por el CMVH =1.978 mg/dl y SIDA 
sin enfermedad por el CMVH =1.966 mg/dl; P = >0.5).
Resulta necesario destacar los siguientes hechos con vistas al análisis de los datos 
(ver Tabla 4.29). Por una parte, 5 pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el 
CMVH presentaban una prueba de viremia positiva en el momento en que se
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obtuvieron los sueros, en 3 de los cuales se detectó asimismo la presencia del antígeno 
pp65 en los leucocitos (prueba de la antlgenemia positiva). En los pacientes con SIDA 
y enfermedad orgánica por el CMVH se constató la presencia de viremla en 20 de los 
25 pacientes y antlgenemia en 15 de los anteriores; por otra parte, 9 de los pacientes 
con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH habían recibido tratamiento de 
inducción o profiláctico con ganciclovir y/o foscarnet en el mes anterior a la toma de la 
muestra de suero; de esos 9 pacientes 7 mostraban retinitis (3 episodios sintomáticos 
primarios y 4 reactivaciones de lesiones previas transitoriamente inactivas) 1 retinitis y 
polineuropatía y 1 colitis. Los 16 pacientes restantes no habían recibido tratamiento 
anti-CMVH.
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Tabla 4.29 Características virológicas de los pacientes con SIDA que desarrollaron
enfermedad orgánica por el CMVH.
Paciente n° Viremia Antigenemia Tratamiento
1 Positiva Positiva No
2 Positiva Positiva No
3 Positiva Negativa No
4 Positiva Positiva No
5 Positiva Negativa No
6 Negativa Negativa Si
7 Positiva Negativa Si
8 Positiva Positiva No
9 Negativa Negativa Si
10 Negativa Negativa Si
11 Negativa Negativa Si
12 Positiva Negativa Si
13 Negativa Negativa Si
14 Positiva Positiva No
15 Positiva Positiva No
16 Positiva Positiva No
17 Positiva Positiva No
18 Positiva Positiva No
19 Positiva Positiva Si
20 Positiva Positiva No
21 Positiva Positiva Si
22 Positiva Positiva No
23 Positiva Positiva No
24 Positiva Negativa No
25 Positiva Positiva No
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4.2.1 Anticuerpos IgG contra el CMVH (virus completo)
Estos anticuerpos fueron cuantificados mediante un ELISA comercial como se ha
indicado anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 4.30.
Tabla 4.30 Anticuerpos IgG séricos frente al CMVH (virus completo) en los individuos 
con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH.
Paciente n° U I/m l *
1 15.1
2 83
3 150
4 >250
5 >250
6 >250
7 240
8 250
9 >250
10 >250
11 >250
12 >250
13 132
14 >250
15 >250
16 >250
17 >250
18 >250
19 >250
20 >250
21 >250
22 >250
23 >250
24 >250
25 >250
*U I = Unidades Internacionales.
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Los pacientes afectos de enfermedad orgánica por el CMVH presentaron niveles 
séricos mayores que los pacientes sin enfermedad orgánica (ver Tabla 4.3 y 
compararla con la Tabla 4.30) aunque la diferencia no alcanzó significación estadística 
(P = 0.509).
4.2.2 Anticuerpos anti-gB
Los títulos de anticuerpos anti-gB de los sueros pertenecientes a los pacientes con 
enfermedad orgánica por el CMVH se muestran en la Tabla 4.31, los correspondientes 
a los pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH se mostraron en la 
Tabla 4.7.
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Tabla 4.31 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en los pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH.
Paciente n° Inversa del título
1 160
2 80
3 80
4 160
5 160
6 640
7 640
8 640
9 1280
10 640
11 1280
12 640
13 640
14 80
15 40
16 80
17 160
18 80
19 80
20 80
21 80
22 160
23 80
24 80
25 80
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La mediana de los títulos séricos de anticuerpos anti-gB en los pacientes con 
enfermedad orgánica por el CMVH no difirió significativamente (P = 0.0886) de la que 
mostró el grupo de pacientes con SIDA sin enfermedad por el CMVH (ver Figura Q.29).
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Figura 4.29 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH y en pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica 
por el CMVH. La barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de 
color rojo con la media aritmética.
Tampoco el patrón de reactividad de las subclases de IgG frente a la gB, con 
predominio claro de las IgGl, fue distinto del que mostraron los pacientes sin 
enfermedad orgánica ( Ver Tabla Q.P2 y compararla con la Tabla Q.11). Además las 
medianas de los títulos de los distintos isotipos de las IgG fueron similares en ambos 
grupos de población (IgGl =1/160; IgG2 =1/10; IgGP =1/10; IgGQ =1/10).
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Tabla 4.32 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB de los isotipos Ig G l, 2, 3, 4 en los 
pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH.
Paciente n°
Inversa dei título
IgG l IgG2 IgG3 IgG4
1 160 0 10 0
2 80 0 20 0
3 80 0 20 0
4 160 0 10 0
5 160 0 10 0
6 640 10 10 0
7 640 0 10 0
8 640 0 10 0
9 640 0 0 0
10 640 10 10 0
11 640 20 0 10
12 640 20 10 0
13 320 0 20 0
14 80 0 10 0
15 40 0 0 0
16 40 0 0 0
17 160 0 0 0
18 80 0 0 0
19 80 0 0 0
20 40 0 0 0
21 80 0 20 0
22 320 0 10 0
23 80 0 0 0
24 80 0 0 0
25 80 0 0 0
Dada la heterogeneidad del grupo de pacientes con enfermedad orgánica por el 
CMVH se establecieron varios subgrupos (que incluían a pacientes más afines) de 
acuerdo con tres criterios: haber recibido o no tratamiento anti-CMVH con anterioridad
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a la obtención de los sueros (hasta 30 días antes), presentar pruebas de viremia y/o 
antigenemia positiva/s y el tipo de enfermedad provocada por el CMVH (retinitis como 
única manifestación u otras -uni o multifocales-). En la Tabla 4.33 se presentan los 
resultados de cada uno de los distintos subgrupos de estudio.
Tabla 4.33 Títulos séricos de anticuerpos anti-gB en los subgrupos de estudio de los 
pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH.
Pacientes con SIDA y  enfermedad orgánica por e l CMVH
Sin Tratamiento Retinitis Viremia positiva Antigenemia positiva
160 160 40 40
80 160 80 80
80 640 80 80
160 640 80 80
160 640 80 80
640 1280 80 80
80 640 80 80
40 1280 80 80
80 640 80 80
160 40 80 80
80 80 80 160
80 80 80 160
160 80 160 160
80 Otras 160 160
80 160 160 640
80 80 160 Antigenemia negativa
Con Tratamiento 80 160 80
640 640 640 80
640 80 640 160
1280 80 640 640
640 160 Viremia Negativa 640
1280 80 640 640
640 80 640 640
640 160 640 640
80 80 1280 1280
80 80 1280 1280
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Como se muestra en la Figura Q.P0, los pacientes que habían recibido tratamiento 
específico anti-CMVH antes de la obtención del suero mostraban niveles séricos de 
anticuerpos anti-gB significativamente mayores que los de aquellos que no habían 
recibido tratamiento, con independencia de la naturaleza de la enfermedad orgánica 
presente (ver Tabla Q.PQ). Estos dos subgrupos no difirieron significativamente ni en el 
recuento medio de células T CDQ+ periféricas (Tratados =2Q cel/mmP/ No Tratados= 
= 1P cel/mmP; P = 0.51Q) ni en el nivel medio de inmunoglobulinas IgG totales séricas 
(Tratados =2.PPQ mg/dl /No Tratados =1.97P mg/dl; P = 0.61PQ).
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Figura 4.30 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB de los pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH que habían recibido tratamiento específico anti- 
CMVH y de los que no habían sido tratados. La barra horizontal de color azul se 
corresponde con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
De hecho, los pacientes con retinitis no tratada como única manifestación de la 
enfermedad por el CMVH mostraron títulos de anticuerpos comparables (P = >0.05) a 
los de aquellos con afectación de más de un sitio anatómico o uno único distinto de la 
retina (ver Figura Q.P1).
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Figura 4.31 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en pacientes con SIDA y retinitis 
no tratadas y en pacientes con una enfermedad focal por el CMVH distinta de 
retinitis o multifocal. La barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana 
y la de color rojo con la media aritmética.
Por otra parte, con independencia de la enfermedad por CMVH presente, los 
pacientes no tratados mostraron niveles de anticuerpos anti-gB significativamente 
menores que los pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH y con cifras 
comparables de linfocitos T CDQ+ (ver Tabla Q.PQ).
Los pacientes con enfermedad orgánica por el CMVH tratada mostraron títulos de 
anticuerpos séricos anti-gB mayores que los mostrados por los pacientes con SIDA sin 
enfermedad por CMVH aunque la diferencia no alcanzó significación estadística (Tabla 
Q.PQ).
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Tabla 4.34 Análisis estadístico de la comparación entre los niveles séricos de 
anticuerpos anti-gB en pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH 
tratada o no y en pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH.
Grupos com parados Valor de P
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH /SIDA sin enfermedad orgánica 0.0886
SIDA con enfermedad orgánica Tratados /  No Tratados 0.00QP
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH Tratados /  SIDA sin enfermedad 0.0606
orgánica por el CMVH
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH No Tratados/ SIDA sin 0.000P
enfermedad orgánica por el CMVH
Significativo estadísticamente si P<0.05.
Cuando los resultados se analizaron teniendo en consideración la positividad o 
negatividad de las pruebas de la viremia o la antigenemia del CMVH se observó que, 
con independencia de la enfermedad orgánica presente, los pacientes virémicos y/o 
antigenémicos mostraron niveles séricos de anticuerpos anti-gB significativamente 
menores que los de los pacientes no virémicos y no antigenémicos (Figuras Q.P2, Q.PP 
y Tabla Q.P5).
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Figura 4.32 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH con viremias positivas y negativas. La barra 
horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la 
media aritmética.
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Figura 4.33 Títulos de anticuerpos séricos anti-gB en pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH con antigenemias positivas y negativas. La barra 
horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la 
media aritmética.
Tabla 4.35 Análisis estadístico de la comparación entre los niveles séricos de 
anticuerpos anti-gB en pacientes con SIDA y enfermedad orgánica antigenémicos o 
no y virémicos o no.
Grupos comparados Valor de P
SIDA con enfermedad orgánica Virémicos / No Virémicos 0.0005
SIDA con enfermedad orgánica Antigenémicos / No Antigenémicos 0.00P6
Significativo estadísticamente si P<0.05.
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4.2.3 Anticuerpos neutralizantes
En la Tabla 4.36 se muestran los títulos séricos de anticuerpos neutralizantes de los 
sueros de los pacientes con SIDA y enfermedad orgánica. Los títulos séricos de 
anticuerpos neutralizantes de los pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica se 
mostraron en la Tabla 4.15.
Tabla 4.36 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en los pacientes 
con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH.
Paciente n° Inversa del título
1 160
2 80
3 160
4 80
5 160
6 640
7 640
8 40
9 640
10 640
11 640
12 160
13 320
14 80
15 80
16 40
17 80
18 80
19 80
20 80
21 80
22 80
23 80
24 80
25 80
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La mediana del título de anticuerpos neutralizantes de los pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH fue significativamente menor que la de los 
pacientes con SIDA sin enfermedad por el CMVH ( Ver Figura Q.PQ).
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Figura 4.34 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en pacientes 
con SIDA y enfermedad orgánica tratada o no y en pacientes con SIDA sin 
enfermedad. La barra horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de 
color rojo con la media aritmética.
En la Tabla Q.P7 se muestran los títulos séricos de anticuerpos neutralizantes anti- 
CMVH en función de las características clínico-terapéuticas y virológicas de los 
pacientes con enfermedad orgánica por el CMVH.
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Tabla 4.37 Títulos séricos de anticuerpos neutralizantes en los subgrupos de estudio 
de los pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH.
Pacientes con SIDA y  enfermedad orgánica por e l CMVH
Sin Tratamiento Retinitis Viremia positiva Antigenemia positiva
160 640 160 40
80 640 80 40
160 640 160 80
80 640 80 80
160 640 160 80
40 160 640 80
80 80 40 80
80 80 160 80
40 160 80 80
80 40 80 80
80 80 40 80
80 80 80 80
80 80 80 80
80 Otras 80 80
80 160 80 160
80 80 80 Antigenemia negativa
Con Tratamiento 160 80 80
640 320 80 160
640 80 80 160
640 40 80 160
640 80 Viremia Negativa 320
640 80 640 640
160 80 640 640
320 80 640 640
80 80 640 640
80 80 320 640
Los pacientes con enfermedad tratada mostraron niveles de anticuerpos
neutralizantes séricos significativamente mayores que los de aquellos que no habían 
sido tratados con independencia de la enfermedad orgánica presente.
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Figura 4.35 Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en pacientes 
con SIDA y enfermedad orgánica tratada o no. La barra horizontal de color azul se 
corresponde con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
En ese contexto, los pacientes no tratados y con retinitis mostraron títulos que no 
difirieron significativamente de los de otros pacientes no tratados con otras formas 
clínicas de enfermedad orgánica por el CMVH (Figura Q.P6 y Tabla Q.P7).
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Figura 4.36 Títulos de anticuerpos séricos neutralizantes en pacientes con SIDA y 
retinitis no tratadas o con enfermedad focal por el CMVH distinta de una retinitis o 
enfermedad multifocal. La barra horizontal de color azul se corresponde con la 
mediana y la de color rojo con la media aritmética.
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Globalmente, los pacientes con enfermedad orgánica por el CMVH no tratada 
mostraron niveles de anticuerpos mayores que los pacientes con SIDA sin enfermedad 
orgánica por el CMVH.
Tabla 4.37 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-CMVH
neutralizantes en diferentes subgrupos de pacientes con SIDA y 
orgánica y pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH.
enfermedad
Grupos comparados Valor de P
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH /SIDA sin enfermedad orgánica 0.0287
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH Tratados /  No Tratados 0.0014
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH Tratados /  SIDA sin enfermedad 0.2319
orgánica por el CMVH
SIDA con enfermedad orgánica No Tratados /  SIDA sin enfermedad orgánica por 0.0001
el CMVH
Significativo estadísticamente si P<0.05.
Finalmente, los pacientes virémicos y/o antigenémicos, con independencia de la 
enfermedad orgánica diagnosticada, mostraron títulos de anticuerpos neutralizantes 
significativamente menores que aquellos correspondientes a los pacientes en los que 
estas pruebas resultaron negativas (Figura 4.37 y Tabla 4.38).
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Figura 4.37 (A) Títulos de anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en pacientes 
con SIDA y enfermedad orgánica con viremias positivas y negativas. (B) Títulos de 
anticuerpos séricos anti-CMVH neutralizantes en pacientes con SIDA y enfermedad 
orgánica con antigenemias positivas y negativas. La barra horizontal de color azul se 
corresponde con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
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Tabla 4.38 Análisis estadístico de la comparación de anticuerpos séricos anti-CMVH 
neutralizantes en pacientes con SIDA y enfermedad orgánica antigenémicos o no y 
virémicos o no.
Grupos comparados Valor de P
SIDA con enfermedad orgánica Virémicos /  No Virémicos 0.00P
SIDA con enfermedad orgánica Antigenémicos / No Antigenémicos <0.0001
Significativo estadísticamente si P<0.05.
4.2.4 Anticuerpos que inhiben la expansión intercelular del virus (AIP)
En la Tabla 4.39 se muestran los títulos de anticuerpos que inhiben la expansión 
intercelular del virus en los pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH. 
Los títulos séricos de anticuerpos que inhiben la expansión intercelular del virus de los 
pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH se mostraron en la tabla 
4.27.
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Tabla 4.39 Títulos de anticuerpos séricos inhibidores de la formación de placas por el 
CMVH en células HFF (AIP) en los pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el 
CMVH.
Paciente n° Inversa del título
1 20
2 80
3 80
4 80
5 80
6 80
7 160
8 20
9 40
10 160
11 160
12 80
13 20
14 80
15 80
16 160
17 80
18 80
19 80
20 80
21 80
22 40
23 40
24 40
25 80
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La mediana del título de sérico de AIP de los pacientes con SIDA y enfermedad 
orgánica por el CMVH fue significativamente menor que la de los pacientes con SIDA 
sin enfermedad (Figura Q.P8 y Tabla Q.Q1).
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Figura 4.38 Títulos de anticuerpos séricos que inhiben la formación de placas 
generadas por el CMVH en células HFF (AIP) en pacientes con SIDA y enfermedad 
orgánica y en pacientes con SIDA sin enfermedad orgánica. La barra horizontal de 
color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
En la tabla Q.Q0 se muestran los títulos séricos de AIP en función de las 
características clínico-terapéuticas y virológicas de los pacientes con enfermedad 
orgánica por el CMVH.
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Tabla 4.40 Títulos de anticuerpos séricos que inhiben la formación de placas 
generadas por el CMVH en células HFF (AIP) en los subgrupos de estudio de los 
pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH.
Pacientes con SIDA y  enfermedad orgánica por ei CMVH
Sin Tratamiento Retinitis Viremia positiva Antigenemia positiva
20 80 20 20
80 160 80 80
80 40 80 80
80 160 80 20
80 160 80 80
20 80 160 80
80 80 20 160
80 80 80 80
160 80 80 80
80 20 80 80
80 80 160 80
80 80 80 80
40 40 80 40
40 Otras 80 40
40 20 80 80
80 80 80 Antigenemia negativa
Con Tratamiento 80 40 80
80 20 40 80
160 80 40 80
40 160 80 160
160 80 Viremia Negativa 40
160 80 80 160
80 80 40 160
20 40 160 80
80 40 160 20
80 80 20 40
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Los pacientes con enfermedad orgánica por el CMVH tratada mostraron títulos de AIP 
discretamente mayores que los pacientes que no habían sido tratados, aunque la 
diferencia no alcanzó significación estadística (Figura Q.P9 y Tabla Q.Q1).
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Figura 4.39 Títulos de anticuerpos séricos que inhiben la formación de placas 
generadas por el CMVH en células HFF (AIP) en pacientes con SIDA y enfermedad 
orgánica por el CMVH tratada o no. La barra horizontal de color azul se corresponde 
con la mediana y la de color rojo con la media aritmética.
Los pacientes con retinitis no tratada mostraron títulos discretamente mayores que 
los de otros pacientes no tratados que presentaban otras formas clínicas de la 
enfermedad por el CMVH, aunque la diferencia no alcanzó significación estadística 
(Figura Q.Q0 y Tabla Q.Q1).
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Figura 4.40 Títulos de anticuerpos séricos que inhiben la formación de placas 
generadas por el CMVH en células HFF (AIP) en pacientes con SIDA y retinitis no 
tratadas y en pacientes con enfermedad focal por el CMVH distinta de la retinitis o 
enfermedad multifocal. La barra horizontal de color azul se corresponde con la 
mediana y la de color rojo con la media aritmética.
Tabla 4.41 Análisis estadístico de la comparación entre los anticuerpos séricos que 
inhiben la formación de placas generadas por el CMVH en pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica antigenémicos o no virémicos o no.
Grupos comparados Valor de P
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH /SIDA sin enfermedad orgánica 0.0P51
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH Tratados / No Tratados 0.P01Q
SIDA con enfermedad orgánica por el CMVH Tratados / SIDA sin enfermedad 0.2Q01
orgánica por el CMVH
SIDA con enfermedad orgánica No Tratados / SIDA sin enfermedad orgánica 0.0P76
por el CMVH
Significativo estadísticamente si P<0.05.
La media de los títulos séricos de AIP en los pacientes virémicos, independientemente 
de la enfermedad orgánica presente, fue discretamente mayor que la de los pacientes 
no virémicos. Sin embargo, la media de los títulos séricos de AIP en los pacientes
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antigenémicos, independientemente de la enfermedad orgánica presente, fue 
discretamente menor que la de los pacientes no antigenémicos (Figura Q.Q1 y Tabla 
Q.Q2), aunque en ambos casos las diferencias no alcanzaron significación estadística.
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Figura 4.41 Títulos de anticuerpos séricos que inhiben la formación de placas 
generadas por el CMVH en células HFF (AIP) en pacientes con SIDA y enfermedad 
orgánica por el CMVH virémicos y no virémicos (A) y en pacientes con SIDA y 
enfermedad orgánica por el CMVH antigenémicos y no antigenémicos (B). La barra 
horizontal de color azul se corresponde con la mediana y la de color rojo con la 
media aritmética.
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Tabla 4.42 Análisis estadístico de la comparación entre los anticuerpos séricos que 
inhiben la formación de placas en pacientes con SIDA y enfermedad orgánica 
antigenémicos o no virémicos o no.
Grupos comparados Valor de P
SIDA con enfermedad orgánica Virémicos / No Virémicos 0.8180
SIDA con enfermedad orgánica Antigenémicos /  No Antigenémicos 0.5P05
Significativo estadísticamente si P<0,05.
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4.3 Análisis longitudinal de la respuesta de anticuerpos frente a la gB 
y neutralizantes en pacientes con SIDA con y sin enfermedad orgánica 
por el CMVH y en pacientes VIH-1 asintomáticos
El objetivo de esta parte del estudio fue determinar cómo evolucionan los títulos 
séricos de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes lo largo del tiempo en pacientes con 
SIDA que desarrollan una enfermedad orgánica por CMVH en relación con lo que 
sucede en quienes no la desarrollan, y averiguar si la respuesta virológica y biológica a 
las terapias antirretrovirales de gran eficacia se traduce en una alteración de los 
niveles séricos las especificidades de anticuerpos anteriormente mencionadas
4.3.1 Pacientes con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH en 
comparación con pacientes con SIDA sin enfermedad invasiva por el 
CMVH
Se ha analizado un total de 30 sueros pertenecientes a 6 pacientes con enfermedad 
orgánica por el CMVH (4 pacientes con retinitis como única manifestación y 2 retinitis 
asociadas a colitis) y 13 sueros de 4 pacientes con SIDA que no desarrollaron una 
enfermedad invasiva por el CMVH. Todos esos pacientes estaban recibiendo 
tratamiento antirretroviral con análogos nucleósidos inhibidores de la transcriptasa 
inversa viral, pero no con inhibidores de la proteasa de VIH-1. Todos los pacientes a 
los que se diagnosticó una enfermedad por el CMVH recibieron tratamiento específico 
con ganciclovir y/o foscarnet que se prolongó durante el periodo de seguimiento. Las 
características de estos pacientes, entre las que cabe destacar los recuentos de células 
T CD4+ al inicio del periodo de estudio, se mostraron anteriormente en la sección de 
material y métodos (Tablas 2.5 a 2.8).
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Tal y como se muestra en la Tabla 4.43, las medianas de los títulos séricos de 
anticuerpos anti-gB y neutralizantes en el momento en que comenzó el seguimiento de 
los pacientes que acabaron desarrollando una enfermedad Invasiva por CMVH no 
difirieron de las observadas en los pacientes en que no se objetivó la presencia de 
enfermedad invasiva. Asimismo el recuento de células T CD4+ en ese mismo momento 
fue comparable en ambos grupos (P = >0.5).
Tabla 4.43 Títulos séricos básales de anticuerpos anti-gB y neutralizantes en pacientes 
con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH y en pacientes con SIDA sin enfermedad 
orgánica por el CMVH seguidos longitudinalmente.
Tipo de Anticuerpo Inversa de! título Valor de P
Enfermedad por el CMVH Sin Enfermedad por el CMVH
Anti-gB
Mediana 640 320 0.5887
Rango 160-640 160-640
Neutralizantes
Mediana 320 240 0.5886
Rango 160-640 40-640
Significativo estadísticamente si P<0.05.
La evolución de los títulos séricos de los anticuerpos mencionados en los pacientes 
que desarrollaron una enfermedad orgánica por el CMVH a lo largo del periodo de 
seguimiento se muestran en la Figura 4.42
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Figura 4.42 Evolución de los anticuerpos anti-gB y anticuerpos neutralizantes en los 
pacientes números 1, 2, 3, 4, 5 y 6 del grupo de pacientes que desarrolló enfermedad 
orgánica por el CMVH. Las líneas azules representan los anticuerpos anti-gB 
mientras que las líneas rojas representan los anticuerpos neutralizantes. Las flechas 
indican el inicio del tratamiento anti-CMVH y las barras horizontales su duración.
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En 4 de los 6 pacientes que desarrollaron enfermedad invasiva por el CMVH se 
objetivó una disminución significativa de los títulos de ambos tipos de anticuerpos que 
se produjo concurrentemente con la positivización de la prueba de la antigenemia y el 
diagnóstico de la enfermedad orgánica por el CMVH. Este descenso fue de al menos 2 
diluciones (el cuádruple). En esos 4 pacientes la administración de ganciclovir y/o 
foscarnet, a pesar de conseguir una mejoría clínica, no se siguió de una elevación 
notable de los títulos séricos de ambos tipos de anticuerpos, que aunque se 
incrementaron no alcanzaron los niveles básales, excepto en el paciente 4.
En el paciente 5 se observó un aumento sustancial del título sérico de anticuerpos 
anti-gB y particularmente del de anticuerpos neutralizantes concurrentemente con una 
mejoría clínica de la enfermedad consecuencia de la administración del tratamiento 
antiviral; en ese momento la antigenemia fue negativa; sin embargo, los títulos séricos 
de ambos anticuerpos descendieron sustancialmente cuando se reactivó la enfermedad 
(al mismo tiempo que se positivizó la antigenemia).
En el paciente 6, a pesar de objetivarse la presencia de una retinitis unilateral, no se 
observó una variación sustancial de los títulos séricos de ambos tipos de anticuerpos, 
si bien en este paciente la prueba de la antigenemia resultó en todo momento 
negativa.
La evolución de los títulos séricos de anticuerpos anti-gB y anticuerpos neutralizantes 
correspondientes a los pacientes en los que no se objetivó la presencia de una 
enfermedad orgánica a lo largo del periodo de seguimiento se muestran en la Figura
4.43.
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Figura 4.43 Evolución de los anticuerpos anti-gB y anticuerpos neutralizantes en los 
pacientes números 1, 2, 3 y 4 del grupo de pacientes que no desarrolló enfermedad 
orgánica por el CMVH. Las líneas azules representan los anticuerpos anti-gB 
mientras que las líneas rojas representan los anticuerpos neutralizantes.
En estos pacientes se observaron niveles séricos de ambas especificidades de 
anticuerpos relativamente estables durante el tiempo de seguimiento. Sólo en uno de 
estos Q pacientes se registraron variaciones mayores de 2 diluciones en dos muestras 
consecutivas; concretamente, en el paciente número 2, en el que se observaron títulos
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séricos bajos de ambas especificidades de anticuerpos en el ¡nido del periodo de 
seguimiento, momento en que la prueba de la antigenemia del CMVH resultó positiva; 
éstos se elevaron notablemente después, al mismo tiempo que se tornó negativa la 
prueba de la antigenemia, y se mantuvieron estables con posterioridad durante el 
resto del periodo de seguimiento. Es necesario mencionar que a este paciente le fue 
administrado el ganciclovir en el momento en que se constató la positividad de la 
prueba de la antigenemia.
4.3.2 Efecto del tratamiento antirretroviral de gran eficacia (TAGE) en 
los niveles séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes en 
pacientes con SIDA y VIH-1 asintomáticos
El propósito de esta parte del estudio fue determinar si la respuesta a las 
combinaciones TAGE influía de algún modo en los niveles séricos de anticuerpos 
funcionales frente al CMVH. Se analizaron un total de 82 sueros de 20 pacientes con 
SIDA tratados con TAGE y 56 sueros de 13 individuos VIH-1 asintomáticos también 
tratados con TAGE. Estos pacientes fueron controlados trimestralmente durante 9-12 
meses. En cada control se practicaron las siguientes determinaciones: cuantificación de 
los niveles séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes, prueba de la antigenemia 
pp65 del CMVH (sólo en los pacientes con SIDA), la cuantificación del ARN del VIH-1 
en el plasma mediante PCR y el recuento de las células T CD4+ en la sangre periférica 
mediante citometría de flujo. Se consideró que el paciente había respondido a la 
terapia TAGE cuando se constató que el nivel plasmático de ARN de VIH-1 había 
descendido al menos 2 log y, concomitantemente, se había incrementado 
sustancialmente y de forma mantenida el número de células T CD4+ periféricas.
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De los 20 pacientes con SIDA, 12 respondieron al tratamiento tanto desde el punto 
virológico como biológico y 8 no lo hicieron. Tanto la media de la carga viral del VIH-1 
(383.000 coplas/ml en los respondedores y 506.678 copias/ml en los no 
respondedores; P = 0.2163) como la media de los recuentos de células T CD4+ 
periféricas (56.3 células /mm3 en los respondedores y 46.5 células/mm3 en los no 
respondedores; P = 0.9381) no fueron significativamente diferentes en ambos grupos 
en el inicio del periodo de seguimiento (basal). El incremento medio de células T CD4+ 
periféricas de los pacientes que respondieron a las TAGE fue de 34.1, 67.9, 87.8 y
117.2 a los 3, 6, 9 y 12 meses tras comenzar el tratamiento, respectivamente. Seis de 
los 12 respondedores mostraron una reducción de al menos 2 log a los 3 meses de 
tratamiento de comenzar la terapia, el resto mostró cargas virales indetectables bien a 
los 3 meses o bien a los 6 meses de tratamiento. La prueba de la antigenemia pp65 
fue negativa en todos los casos menos en uno (paciente número 5) y los títulos séricos 
básales de ambas especificidades de anticuerpos no difirieron significativamente (Tabla
4.44, punto 0).
En las Figuras 4.44 a 4.46 se muestra la evolución de los títulos de anticuerpos anti- 
gB y neutralizantes en los pacientes que no respondieron a las TAGE. Se observaron 
títulos séricos estables de anticuerpos con variaciones entre dos muestras consecutivas 
generalmente no superiores a dos diluciones. Sólo un paciente con la antigenemia 
positiva al principio del estudio mostró variaciones mayores (paciente número 5).
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Figura 4.44 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
número 1, 2 y 3 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron tratamiento TAGE y 
no respondieron a éste.
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Figura 4.45 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 4, 5 y 6 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron tratamiento TAGE y 
no respondieron a éste.
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Figura 4.46 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 7 y 8 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron tratamiento TAGE y 
no respondieron a éste.
La cinética de los niveles séricos de ambas especificidades de anticuerpos en los 
pacientes que respondieron a las TAGE se muestran en las Figuras Q.Q7 a Q.50. Como 
en el caso de los pacientes que no respondieron a las TAGE en la mayoría de los casos 
los títulos séricos de estos anticuerpos se mantuvieron relativamente estables con 
pequeñas fluctuaciones (no superiores a dos diluciones), salvo en el caso del paciente 
número 9; las fluctuaciones no tuvieron conexión aparente con las variaciones en los 
niveles sanguíneos de ARN del VIH-1 y del número de células T CDQ+ periféricas.
0 3 6  9 12 15
Meses
 Anti-gB  Ac Neutralizantes
188
Resultados
Log Carga Viral VIH-1 > 5 .9  > 5 ,9  5,2
T C D 4 + c e ls /m m 3 8 15 23
3/9
53
a>■o
<Q
£a>>
600
400
200
0 3 6 9
Meses
Log Carga Viral VIH-1 5,3 <2,3 <2,3 <2,3
T CD4+cells/mm 3 15  6 2  1 1 2  14 3
600
300
0 3 9 12
Meses
Log Carga Viral VIH-1 5 , 3  4 ,4  3,9
T CD4+ cels /m m 3 3 9  7 1  186
O 1200
T3
0
0 3 6
Meses
 anti-gB Ac neutralizantes
Figura 4.47 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 9 ,10  y 11 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron y respondieron al 
tratamiento TAGE.
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Figura 4.48 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 12, 13 y 14 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron y respondieron 
ai tratamiento TAGE.
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Figura 4.49 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 15, 16 y 17 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron y respondieron 
al tratamiento TAGE.
191
4
Resultados
Log Carga Viral VIH-1 5,5
T CD4+ cells/mm'
a>
TP
«
$2o
>c
600
300
70
5,3
4
4,4
110
5,0
200
5,0
172
12 Meses
Log Carga Viral VIH-1 5,7 3,6 5,3 4,9 3,8 5,4
T CD4+cells/mm3 64 270 126 126 130 150
o>
■O
(0
£
o
>c
600
300
12 15
Meses
Log Carga Viral VIH-1 5,3
T CD4+ cells/mm 74
<2,3
120
<2,3
18
<2,3
14
O 600
o
■O
ni
S2o
>
300
Meses
o 3 6  9
 Anti-gB  Ac Neutralizantes
Figura 4.50 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 18, 19 y 20 del grupo de pacientes con SIDA que recibieron y respondieron 
al tratamiento TAGE.
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Prueba de que la evolución de los niveles séricos de estas especificidades eran 
comparables en ambos grupos de población es el hecho de que la mediana de los 
títulos séricos medidos en cada uno de los momentos en que los pacientes fueron 
controlados no difirieron significativamente (Ver Tabla 4.44).
Tabla 4.44 Mediana del título de anticuerpos anti-gB y neutralizantes en diferentes 
momentos del seguimiento en pacientes con SIDA que respondieron o no a las 
combinaciones TAGE.
Tipo de anticuerpo Meses Inversa de1 Título (m ediana) Valor de P
Respondedor No Respondedor
Anti-gB 0 480 320 0.9381
3 480 320 0.9381
6 320 640 0.7856
9 320 320 0.7551
12 320 640 0.2000
N eutralizantes 0 320 640 0.2947
3 320 640 0.2947
6 240 400 0.1762
9 320 320 0.3434
12 160 160 0.8857
Significativo estad ísticamente si P<0.05.
Además, no se observó una correlación significativa entre los niveles séricos de 
ambas especificidades de anticuerpos y las cargas virales de VIH y los recuentos de 
células T CD4+ periféricas (P = >0.5).
Por lo que respecta a la población VIH-1 asintomática, todos los pacientes 
respondieron a las terapias TAGE. Tal y como se observa en las Figuras 4.51 a 4.55 la 
respuesta virológica y biológica a las TAGE no tuvo repercusión en los niveles séricos
193
Resultados
de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes que se mantuvieron altos y estables a lo
largo del periodo de seguimiento.
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Figura 4.52 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 1, 2 y 3 del grupo de pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la enfermedad que recibieron tratamiento TAGE.
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Figura 4.53 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 4, 5 y 6 del grupo de pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la enfermedad que recibieron tratamiento TAGE.
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Figura 4.54 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 7, 8 y 9 del grupo de pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la enfermedad que recibieron tratamiento TAGE.
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Figura 4.55 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en los pacientes 
números 10, 11 y 12 del grupo de pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio 
asintomático de la enfermedad que recibieron tratamiento TAGE.
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Figura 4.56 Evolución de los anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre en 
relación con el recuento de células T CD4+ y la carga viral del VIH-1 en el paciente 
número 13 del grupo de pacientes infectados por el VIH-1 en el estadio asintomático 
de la enfermedad que recibieron tratamiento TAGE.
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5. DISCUSIÓN

Discusión
La reactivación de la infección latente por el CMVH es un fenómeno muy frecuente en 
el marco de la infección por el VIH-1, tanto más cuanto más avanza ésta; de hecho, la 
excreción salivar y urinaria del virus es un hallazgo común ya en el estadio 
asintomático de la infección (Drew, 1992). En muchos de estos pacientes, pero no en 
todos, resulta manifiesta la incapacidad del sistema inmunitario para -controlar la 
reactivación del virus e impedir su posterior multiplicación y diseminación. En el 
paciente con SIDA la infección activa por el CMVH es la norma, y la presencia del virus 
en la sangre (viremia) un hecho habitual (en más de un 50% de los casos) (Fiala et 
ai., 1986; Gerna et al., 1990). En ese marco, el desarrollo de una enfermedad orgánica 
es una eventualidad muy probable. Antes de la introducción de las terapias 
antirretrovirales combinadas de gran eficacia en el tratamiento de la infección por el 
VIH-1, hasta un 40% de los individuos con SIDA que presentaban cifras de células T 
CD4+ en la sangre periférica inferiores a 50/mm3 desarrollaba una enfermedad 
orgánica clínicamente aparente: retinitis uní o bilateral más frecuentemente, aunque 
también colitis y esofagitis, encefalitis y polirradiculoneuritis o neumonitis entre otras 
(Drew, 1992; Gallant et ai., 1992). Una proporción todavía mayor de estos pacientes 
presentaba hallazgos autópsicos compatibles con la existencia de una enfermedad 
orgánica producida por el CMVH (Reichert et ai., 1983). Con el advenimiento de 
aquéllas la morbididad y mortalidad de la infección por el CMVH han disminuido 
considerablemente (Palella etai., 1998); sin embargo, los pacientes que no responden 
a estas combinaciones terapéuticas desarrollan una enfermedad orgánica por el CMVH 
con una frecuencia comparable a la de aquellos que no las han recibido.
Por causas desconocidas, la enfermedad orgánica por el CMVH no se declara en 
todos los pacientes con SIDA avanzado. Tampoco todos los pacientes infectados por el 
VIH-1, con independencia de su grado de ¡nmunodepresión, parecen igualmente 
incompetentes para controlar las infecciones activas por el CMVH. Estos hechos
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sugieren que, probablemente, además de la Inmunidad celular, de cuyo papel en el 
control de la Infección por el CMVH no hay duda, otros cofactores predisponen al 
individuo a desarrollar una infección activa progresiva y eventualmente una 
enfermedad orgánica. Dejando a un lado la posibilidad de que haya cepas de CMVH 
más virulentas que otras (Fríes etai., 1994; Brown etai., 1995), o de que exista algún 
componente genético de predisposición individual (Schrler et ai., 1995), parece 
razonable conjeturar que el grado de eficacia de la respuesta ¡nmunltarla humoral 
contra el CMVH sea uno de ellos; en este estudio, nos propusimos investigar esta 
posibilidad, cuya plausíbllidad viene avalada por varios estudios recientes a los que nos 
referiremos más adelante. Se Investiga en este estudio, por lo tanto, la posibilidad de 
que los pacientes Infectados por el VIH-1 generen una respuesta de anticuerpos frente 
al CMVH anormal en comparación con la de los Individuos inmunocompetentes y de 
que los pacientes con SIDA en los que se declara una enfermedad orgánica por el 
CMVH presenten, en comparación con aquellos otros pacientes con idéntico grado de 
inmunodepreslón que no la desarrollan, una respuesta deficitaria de anticuerpos 
funcionales contra el CMVH.
Existen datos experimentales obtenidos en el modelo murlno y distintas 
observaciones en humanos, tanto inmunocompetentes como ¡nmunodeprlmidos, de los 
que se infiere la importancia de los anticuerpos funcionales en el control de la infección 
por el CMVH, muy particularmente, en el bloqueo de la diseminación del virus. En un 
estudio realizado por Jonjic et ai., (1994) en un modelo experimental murlno se 
concluye que los anticuerpos con actividad neutralizante anti-CMVM no son esenciales 
para la resolución de la infección primaria pero contribuyen decisivamente a la 
resolución de las reactivaciones por el CMVM, impidiendo, específicamente, la 
diseminación del virus libre (extracelular). Estos autores llegaron a esta conclusión al
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observar que ciertos ratones mutantes incapaces de sintetizar inmunoglobulinas 
presentaban cargas virales tisulares, después una reactivación inducida de la infección 
latente (tras irradiación), sustancialmente mayores (100 a 1000 veces) que las de unos 
ratones inmunocompetentes control. Esta situación no se producía si a los ratones 
inmunodeficientes se les administraban anticuerpos neutralizantes antes de ser 
expuestos al inoculo viral. Igualmente, en un modelo murino de retinitis, Hayashi etai. 
(1995) observaron que la administración pasiva de anticuerpos neutralizantes prevenía 
el desarrollo de la enfermedad por el CMVM cuando ésta se hacía antes de la 
inoculación del virus y reducía su gravedad cuando la infusión se producía con 
posterioridad a la del inoculo viral.
En humanos, por ejemplo, se ha constatado que la presencia en la embarazada de 
anticuerpos neutralizantes -sintetizados antes de la concepción- está vinculada con la 
protección del feto y neonato frente a la infección sintomática por el CMVH (Fowler et 
ai., 1992; Adler etai., 1995). Por otra parte, los datos obtenidos a partir de un ensayo 
clínico con un prototipo vacunal (virus ¡nactivado de la cepa Towne) administrado a 
una población de trasplantados renales seronegativos sugieren la existencia de una 
correlación significativa entre los niveles de anticuerpos neutralizantes alcanzados tras 
la vacunación y el grado de protección frente a la infección primaria por el CMVH 
(Plotkin et al., 1990). En el paciente sometido a trasplante alogénico de médula ósea 
se ha encontrado una relación directa entre la síntesis de anticuerpos funcionales 
contra el CMVH- que reconocen la glucoproteína B- en respuesta a una infección activa 
y un menor riesgo de desarrollar una enfermedad orgánica (Schoppel et ai., 1998). En 
esta misma población Lazzarotto et ai., (1998) demostraron que el riesgo de 
desarrollar una enfermedad orgánica por el CMVH era mayor en los pacientes en los 
que se acreditaba una demora en la síntesis de anticuerpos con elevada avidez por el 
CMVH, esto es de los anticuerpos más eficaces contra el CMVH, que en aquellos otros
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en los que ésta se producía con normalidad. Finalmente la administración pasiva y 
profiláctica de inmunoglobulinas humanas (enriquecidas o no de anticuerpos contra el 
CMVH) a receptores de trasplante alogénico de médula ósea y de trasplante hepático 
disminuye la incidencia de enfermedad injerto contra huésped aguda y de neumonitis 
por el CMVH, aunque no afecta a la frecuencia con que se declara la infección activa 
por el virus (Guglielmo et ai., 1994). No hay, sin embargo, estudios concluyentes en 
relación con el papel de los anticuerpos funcionales frente al CMVH en el control de la 
infección por el virus en el marco de la infección por el VIH-1.
De entre los anticuerpos que se sintetizan en respuesta a la infección por CMVH, sólo 
se ha acreditado que aquellos con actividad neutralizante de virus libre confieren un 
cierto grado de protección frente a la infección por el CMVH. La mayoría de los 
anticuerpos neutralizantes que se producen tras la infección natural por el CMVH en el 
individuo ¡nmunocompetente reconocen una glucoproteína de la envoltura del virus 
denominada gB (Britt et ai., 1988; 1990; Rasmussen et ai., 1991; Marshall et ai., 
1992; Navarro et ai., 1997). Es ésta, junto con la gH, la glucoproteína más 
inmunogénica del CMVH (Pereira et ai., 1982; 1983; Liu et ai., 1988; Gonczol et ai., 
1990; Kniess et al., 1991; Rasmussen et ai., 1991; Qadri et al., 1992; Wang y Adler, 
1996; Navarro e t ai., 1997). Con base en datos de experimentos de absorción de 
sueros con gB recombinante se ha calculado que entre el 40-70% del total de la 
capacidad neutralizante del suero en personas inmunocompetentes infectadas de 
forma natural por el virus se debe a los anticuerpos frente a la gB (Britt e t ai., 1990; 
Marshall et ai., 1992). Muchos de estos anticuerpos reconocen específicamente un 
determinante antigénico básicamente lineal (aunque su constitución depende en parte 
de la estructura secundaria de la proteína) denominado AD-1 y localizado en el 
extremo carboxi-terminal de la proteína (gp55)(Utz et ai., 1989; Wagner e t ai., 1992;
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Urban et ai, 1992). Otros sin embargo, a tenor de los resultados obtenidos en 
experimentos de competencia entre anticuerpos monoclonales murinos neutralizantes 
de especificidad conocida y sueros humanos por unirse a gB recombinante (Navarro et 
ai, 1997), reconocen epítopos conformacionales tanto en el extremo carboxi-terminal 
de la proteína como en el amino-terminal (gp ll6 ) (Qadri et ai., 1992; Navarro et ai., 
1997). También existen evidencias experimentales que indican que determinados 
anticuerpos anti-gB con especificidades concretas son también capaces de mediar 
actividades biológicas antivirales de naturaleza distinta de la propia neutralización del 
CMVH extracelular. Así se han sintetizado anticuerpos monoclonales murinos que 
reconocen epítopos conformacionales en la gB que son capaces de bloquear 
selectivamente la penetración del CMVH en el interior de la célula diana, de impedir la 
transmisión intercelular de virus y de mediar citotoxicidad dependiente de antícuerpos- 
ADCC (Navarro et ai., 1993; Tugizov et al., 1994; 1995). Por lo tanto el análisis de la 
respuesta contra la gB permite evaluar, aunque indirectamente, no sólo la capacidad 
neutralizante global del individuo contra el CMVH sino también otras actividades 
biológicas antivirales in vitro de cuya relevancia en el control de la infección por el 
CMVH poco o nada se sabe.
El resto de la actividad neutralizante del suero parece deberse, fundamentalmente, a 
los anticuerpos contra la gH (Urban et ai., 1996), aunque no es descartable que otros 
anticuerpos de especificidades distintas de las mencionadas, quizá particularmente 
aquellos que reconocen otros complejos glucoproteicos de la cubierta viral también 
contribuyan en la actividad neutralizante global del suero.
A pesar de lo anterior, sin embargo, no puede descartarse que anticuerpos con una 
actividad funcional antiviral distinta de la propiamente neutralizante de virus libre 
intervengan decisivamente en el control de la infección por el CMVH; en ese sentido, 
los anticuerpos capaces de bloquear la transmisión intercelular del virus podrían
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desempeñar igualmente un papel relevante en el control de la infección replicativa por 
el CMVH habida cuenta del marcado carácter ¡ntracelular de este virus, particularmente 
de las cepas naturales, y de su preferencia por expandirse intercelularmente. Es 
posible también que un mismo anticuerpo sea capaz de mediar ambas actividades: el 
bloqueo de la expansión intercelular y la neutralización de virus extracelular libre. No 
obstante, no existe ningún estudio en la literatura que permita inferir el potencial de 
los anticuerpos con esta capacidad biológica en el control de la infección activa por el 
CMVH.
Con base en los argumentos expuestos arriba y con objeto de estimar la capacidad 
de sistema inmunitario humoral de los individuos incluidos en este estudio para hacer 
frente a la infección activa por el CMVH se resolvió analizar los niveles séricos de los 
anticuerpos anti-gB, neutralizantes de virus libre e inhibidores de la transmisión 
intercelular del virus.
5.1 Caracterización de la respuesta de anticuerpos funcionales contra 
el CMVH en el paciente infectado por el VIH-1
Nos propusimos, en primera instancia, analizar cuantitativa y cualitativamente la 
respuesta inmunitaria humoral en individuos infectados por el VIH-1, en particular, tal 
y como se ha justificado en el epígrafe anterior, la de los anticuerpos con actividad 
biológica potencial frente al CMVH; esto es: los anticuerpos anti-gB, neutralizantes de 
virus libre, y los anticuerpos que inhiben la transmisión intercelular del virus. La ¡dea 
que justificaba este propósito era que, dada la incapacidad del sistema inmunitario de 
gran parte de estos individuos de prevenir el desarrollo y controlar las infecciones 
activas por el CMVH era posible que aquélla fuera deficitaria o cualitativamente
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anormal en este grupo de individuos en comparación con la de la población 
inmunocompetente.
Los datos que se presentan en este estudio indican que los niveles séricos de las 
distintas especificidades analizadas de anticuerpos funcionales frente al CMVH en los 
pacientes infectados por el VIH-1 son significativamente mayores que los que se 
observan en sujetos inmunocompetentes control.
En la población infectada por el VIH-1 los niveles séricos de estos anticuerpos son 
tanto mayores cuanto más avanzada se encuentra la enfermedad; de hecho fueron 
significativamente mayores en los pacientes con SIDA que en los individuos con una 
infección asintomática por el VIH-1 y se encontraron los niveles máximos en los 
pacientes con SIDA y recuentos de células T CD4+ inferiores a 50 células/mm3. Estos 
resultados demuestran que no existe un déficit cuantitativo en la respuesta de 
anticuerpos funcionales frente al CMVH en el paciente infectado por el VIH-1 ni 
siquiera en el estadio de SIDA terminal sino todo lo contrario.
Los resultados de este estudio apoyan los datos publicados con anterioridad por otros 
investigadores. Así, Lutch etai. (1994) cuantificaron los anticuerpos séricos IgG contra 
el CMVH (virus completo-mediante un ELISA comercial-), anticuerpos neutralizantes de 
virus libre independientes de la acción del complemento (mediante un ensayo rápido 
similar al utilizado en nuestro estudio) y anticuerpos que reconocen epítopos continuos 
de la gB (de su extremo aminoterminal) y la fosfoproteína ppl50 (mediante ELISA 
utilizando como sustrato antigénico péptidos sintéticos) en 23 pacientes con SIDA 
(grupo IV del CDC), 19 pacientes infectados por el VIH-1 pero asintomáticos (grupos I I  
y I I I  del CDC) y en 7 pacientes control (no infectados por el VIH-1 y supuestamente 
inmunocompetentes). Estos autores encontraron que los sueros con mayores niveles 
de todas las especificidades de anticuerpos a las que se ha aludido anteriormente 
pertenecían a individuos con SIDA y recuentos de CD4 inferiores a 100/mm3. En todo
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caso, los niveles séricos de estos anticuerpos en los pacientes infectados por el VIH-1 
siempre fueron significativamente mayores que los encontrados en pacientes sanos 
control. Es más, estos autores encuentran niveles muy elevados de anticuerpos frente 
a cepas autólogas de CMVH, es decir las que infectaban a estos mismos pacientes, 
además de frente a la cepa de laboratorio AD169, la utilizada en nuestro estudio. Por 
su parte, Rasmussen et ai, (1994) cuantificaron los niveles de anticuerpos séricos 
contra la gB en un grupo de pacientes infectados por el VIH-1 en distintos estadios 
evolutivos de la infección. Para la cuantificación de los anticuerpos anti-gB utilizaron un 
ELISA en el que el antígeno era la gB recombinante sintetizada por células eucariotas 
(CHO) y por lo tanto correctamente glucosilada. La proteína era recogida y purificada a 
partir del sobrenadante de las células al ser excretada (esta forma recombinante de gB 
carecía de la secuencia de anclaje a la membrana celular). Estos investigadores 
encontraron niveles de anticuerpos anti-gB significativamente mayores en el grupo de 
población integrado por pacientes con recuentos de células T CD4+ inferiores a 100 
células/mm3 que en el grupo constituido por pacientes con recuentos de células T 
CD4+ superiores a 100 células/mm3 y que en la población inmunocompetente control. 
También Boppana et ai, (1995) cuantificaron anticuerpos neutralizantes y anticuerpos 
anti-gB, estos últimos mediante un radioinmunoanálisis (RIA) que utilizaba como 
antígeno de la reacción la gB producida de forma recombinante en células eucariotas y 
purificada a partir del sobrenadante de los cultivos (por lo tanto, al igual que en el 
caso de Rasmussen etal. (1994), gB glucosilada y truncada), y encontraron resultados 
similares a los de Rasmussen etal., (1994) y a los nuestros.
Puesto que los en los pacientes infectados por el VIH-1 es fácilmente constatable la 
presencia de una hipergammaglobulinemia, presumiblemente consecuencia de una 
estimulación policlonal de linfocitos B, quisimos saber si era ésta la causa de las 
diferencias observadas en los niveles séricos de las distintas especificidades de
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anticuerpos contra el CMVH entre los grupos de población estudiados. No se encontró 
una correlación significativa entre los niveles séricos individuales de los distintos 
anticuerpos anti-CMVH y el de inmunoglobulinas. Tampoco se encontraron diferencias 
significativas entre los niveles medios de inmunoglobulinas en los pacientes con SIDA y 
en los pacientes VIH-1. Estos datos apoyan los publicados por Rasmussen et ai.,
(1994) e indican que los individuos infectados por el VIH-1, con independencia de su 
grado de inmunodepresión celular, son capaces de sintetizar grandes cantidades de 
anticuerpos funcionales anti-CMVH. Es muy probable que el estímulo del que se deriva 
esta síntesis exagerada de anticuerpos anti-CMVH sea la replicación persistente e 
incontrolada del CMVH; ésta es tanto más evidente cuanto más avanza la infección por 
el VIH-1; este hecho explicaría que los niveles de anticuerpos en los pacientes con 
SIDA fueran significativamente mayores que en los de los pacientes en el estadio 
asintomático de la infección por el VIH-1. Por otra parte, con base en estos datos 
puede conjeturarse que, dada la inmunodepresión celular presente en muchos de 
estos pacientes, o bien la mayoría de los anticuerpos que se generan en estos 
pacientes reconocen epítopos T-independientes o bien que se necesita un número muy 
escaso de células T CD4+ para colaborar en la producción de anticuerpos que 
reconozcan epítopos T-dependientes del CMVH. No es posible, por el momento, saber 
cuál de las dos posibilidades se corresponde con la realidad y si en el caso de que la 
primera fuera confirmada si tendría alguna trascendencia funcional en la defensa 
inmunitaria contra el CMVH.
De lo que no cabe duda es de que la disponibilidad de grandes cantidades de 
anticuerpos funcionales anti-CMVH libres no impide la reactivación de la infección 
latente del CMVH, su replicación activa y excreción, ni el paso del virus al torrente 
circulatorio: en algunos de nuestros pacientes se pudo constatar la existencia de
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excreción urinaria de virus y en ocasiones su presencia en la sangre (viremia) en 
presencia de títulos séricos muy altos de anticuerpos funcionales anti-CMVH.
Nos preguntamos a continuación si la calidad, ya que no la cantidad, de la respuesta 
humoral contra el CMVH era deficiente en el paciente infectado por el VIH-1 en 
relación con la del individuo ¡nmunocompetente control. Si así fuera podríamos explicar 
la incapacidad de los infectados por el VIH-1 para controlar las infecciones activas por 
CMVH a pesar de generar gran cantidad de anticuerpos presuntamente funcionales 
contra él. Nos propusimos, en primera instancia, estudiar la respuesta isotípica (de 
subclases) IgG contra la gB del CMVH. Es sabido que las propiedades biológicas de las 
IgGs, entre ellas las que presumiblemente median la actividad inmunológica humoral 
contra el CMVH in vivo, varían en fundón del isotipo o subclase. Así, las IgGl y en 
particular las IgG3, no sólo son las inmunoglobulinas dotadas de mayor capacidad para 
neutralizar virus libre extracelular, función analizada en el presente estudio, sino 
también para fijar el complemento y provocar con ello la lisis de partículas víricas 
libres, y mediar la citolisis de células infectadas a través de la acción de las células NK 
(ADCC-antibody dependent cellular cytotocixity) (Spiegelberg et ai., 1974; Michaelsen 
et ai., 1991), actividades estas no evaluadas en el presente estudio. Observamos que 
la respuesta isotípica de IgGs contra la gB en los pacientes infectados por el VIH-1, 
tanto en el estadio asintomático como en el del SIDA, era cualitativamente similar a la 
de los sujetos inmunocompetentes control; esto es, predominantemente del isoptipo 
IgGl y, en menor medida, del isotipo IgG3, y la práctica ausencia en la mayoría sueros 
de anticuerpos específicos de los ¡sotipos IgG2 e IgG4. No obstante, los niveles séricos 
medios del isotipo IgGl contra la gB, aunque no los de IgG3, fueron significativamente 
mayores en la población infectada por el VIH-1, particularmente en los pacientes con 
SIDA, que en la población ¡nmunocompetente control. Nuestros resultados, en lo que 
respecta a los individuos inmunocompetentes, concuerdan con los publicados con
210
Discusión
anterioridad por otros investigadores (Mathiesen et al., 1988; 1992; Sundqvist et ai.,
1986; Urban et ai., 1994). No obstante, sólo en el último de estos estudios se 
cuantificaron, si bien mediante inmunoanálisis y no inmunofluorescencia indirecta 
como en el nuestro, las distintas subclases de IgG contra la gB. También nuestros 
resultados referidos a la población infectada por el VIH-1 sustentan los publicados con 
anterioridad por otros investigadores. En efecto, Sundqvist et ai. (1986) cuantificaron 
los niveles séricos de los distintos isotipos de IgG contra CMVH (no frente a la gB 
específicamente sino frente al virus completo) mediante ELISA en 15 pacientes con 
SIDA y en 45 pacientes en el estadio I I  (con iinfadenopatía generalizada) de la 
infección por el VIH-1 encontrando que el 100% de los individuos presentaban una 
respuesta isotípica IgGl que resultó claramente dominante en relación con la de los 
otros isotipos de las IgG. Estos datos, junto con los nuestros, apoyan la ¡dea de que 
incluso en los estadios avanzados de la infección por el VIH-1 la respuesta inmunitaria 
celular frente al CMVH es del tipo Thl. No obstante, la confirmación de la anterior 
conjetura requiere llevar a cabo ensayos específicos de linfoproliferación.
Por otra parte nos decidimos a analizar con mayor detalle la respuesta de anticuerpos 
neutralizantes contra el CMVH en los distintos grupos de población en busca de alguna 
anormalidad en el grupo de los individuos infectados por el VIH-1. La idea que 
respaldaba esta iniciativa fue la siguiente: clásicamente se ha considerado que el nivel 
sérico de anticuerpos capaces de neutralizar el CMVH libre es el único marcador 
humoral de protección contra el CMVH, aunque nunca se ha logrado determinar con 
precisión contra qué ni en qué grado la procuran. Esta consideración se basa en 
estudios realizados con la cepa murina del CMV (CMVM), en los que se demostraba 
que la administración pasiva de anticuerpos con actividad neutralizante protegía a los 
ratones contra la infección experimental letal (Jonjic etal., 1994) y en otros llevados a
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cabo en humanos, en concreto por el grupo de Plotkin (ver Plotkin, 1999) en los que 
se observaba que la administración de una vacuna inactivada a individuos sometidos a 
trasplante renal (la cepa Towne -adaptada al laboratorio-) los protegía contra la 
primoinfección natural clínicamente sintomática. No obstante, lo anterior no es 
incontrovertible, como tampoco lo es que el ensayo clásico de neutralización de virus 
libre que se realiza habitualmente en el laboratorio refleje fidedignamente la capacidad 
neutralizante real in vivo. El mecanismo a través del que actúan los anticuerpos 
neutralizantes es muy variado (Dimmock, 1995) y la eficacia neutralizante de éstos 
puede, por lo tanto, variar en función del mecanismo por el que operen. En general, la 
neutralización de virus envueltos por medio de anticuerpos sin la intervención del 
sistema del complemento (el complemento en sí no tiene actividad contra el CMVH ni 
su participación parece incrementar notablemente la capacidad neutralizante contra el 
virus) puede ser conseguida a través de una amplia variedad de mecanismos entre los 
que se incluyen la agregación de partículas víricas -y la consiguiente reducción de la 
multiplicidad de infección del inoculo-, el bloqueo de la adsorción del virus a la célula 
diana, o el de la penetración del virus, que en el caso del CMVH implica la activación 
de un proceso de fusión de membranas pH-independiente que se establece entre la 
cubierta viral y la membrana plasmática celular, o la inhibición de algún proceso 
intracitoplasmático precoz como la decapsidación del virus (Dimmock, 1995). El 
conocimiento de la contribución relativa de cada uno de estos mecanismos a la acción 
neutralizante global del suero (y en consecuencia de los distintos fluidos orgánicos) 
puede tener interesantes y relevantes implicaciones en la patogénesis de la infección 
por el CMVH en el marco de la infección por el VIH-1 puesto que, in vivo, los viriones 
circulantes pueden no ser igualmente sensibles a todos ellos y por lo tanto la 
protección contra el CMVH podría estar vinculada con la presencia anticuerpos, en 
suficiente cantidad, que neutralizan el CMVH de un modo determinado más que con la
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actividad neutralizante global del suero. Esta situación parece darse en la infección por 
otros virus tales como el VRS (virus respiratorio sincitial) bovino y el propio VIH-1. En 
el caso del VRS se ha demostrado que únicamente los anticuerpos que neutralizan el 
virus impidiendo la fusión de la membrana del virus con la de la célula diana, 
anticuerpos que, en consecuencia, impiden la formación de los típicos sincitios que 
induce este paramixovirus, y no los que bloquean la adsorción del virus sobre la célula 
diana (no hay forma de distinguir entre estas dos especificidades cuando se realiza el 
ensayo típico de neutralización in vitro), confieren protección in vivo frente a la 
infección experimental en terneras (Thomas et ai., 1998). En el caso del VIH-1, la 
eficacia antiviral de los anticuerpos neutralizantes del individuo contra cepas autólogas 
no puede inferirse con precisión determinando la capacidad neutralizante global del 
suero sino cuantificando específicamente los anticuerpos que impiden la generación de 
sincitios inducidos por dichas cepas del VIH-1, esto es, aquellos que bloquean la fusión 
de las membranas viral y celular (Krause etai., 1997).
En el marco de la infección por el CMVH creemos que los anticuerpos neutralizantes 
más eficaces in vivo contra este virus son los que impiden la penetración del virus en 
el interior de la célula en detrimento de los que causan agregación viral o impiden la 
adsorción inicial del virus a la superficie de la célula diana. Fundamentamos esta 
hipótesis en el hecho de que el virión del CMVH es capaz de establecer interacciones 
de baja afinidad con proteínas plasmáticas varias, particularmente con la p2- 
microglobulina, las cuales dificultan, cuando no impiden, al menos in vitro, la 
neutralización de los viriones por sueros policlonales y anticuerpos monoclonales que 
reconocen proteínas de la envoltura viral (McKeating et ai., 1987). De acuerdo con lo 
que postulamos esas interacciones no impedirían, sin embargo, que el CMVH se ligara 
a su receptor de la membrana plasmática de la células diana al ser esta interacción de 
alta afinidad; en ese momento el virus sería sensible a los anticuerpos que bloquean la
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fusión de las membranas celular y viral. No hay que olvidar que si efectivamente la p2- 
mlcroglobulina es capaz de proteger a los virlones del CMVH de la acción neutralizante 
de los anticuerpos, al menos antes de la fusión de las membranas viral y celular, los 
pacientes VIH-1 presentan niveles séricos (y en fluidos biológicos) muy elevados de 
esta proteína. Podía darse el caso de que en los pacientes infectados por el VIH-1, 
pero no en los sujetos Inmunocompetentes control, se produjera un desequilibrio entre 
los unos y los otros con un predominio de los que neutralizan el virus antes de su 
penetración en la célula diana, lo cual mermaría sensiblemente la capacidad 
neutralizante real in vivo del Individuo sin alterar la capacidad neutralizante medida in 
vitro con el ensayo de neutralización convencional. Antes de Iniciar esa tanda de 
experimentos, no obstante , teníamos constancia de que en el suero de los individuos 
Inmunocompetentes había anticuerpos capaces de neutralizar al CMVH a través de 
distintos mecanismos. En efecto, en un estudio previo (Navarro etaL, 1997) se observó 
que en el suero de varios individuos inmunocompetentes había anticuerpos capaces de 
bloquear de forma competitiva y dosis-dependiente la unión de determinados 
anticuerpos monoclonales murinos de especificidad y actividad antiviral conocidas, 
entre otras bloqueantes de la fusión de la membrana viral con la celular, a la gB. Al 
mismo tiempo se optlmaron diversos ensayos (de neutralización postadsorción y de 
bloqueo de la fusión inducida por el CMVH), de cuyas características se ha hablado en 
las secciones de métodos y resultados, que permitían distinguir entre las distintas 
especificidades funcionales de anticuerpos neutralizantes.
Los datos de este estudio demuestran que una fracción de los anticuerpos 
neutralizantes presentes en el suero de los individuos inmunocompetentes analizados 
neutraliza al CMVH después de que éste se haya adsorbido sobre la superficie celular, 
impidiendo el proceso de penetración del virus o algún acontecimiento intracelular 
precoz que se produzca después de la internalización del virus. La magnitud de la
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fracción de anticuerpos que neutraliza el CMVH del modo indicado varía 
individualmente pero, en general, no supera el 50% de la capacidad neutralizante 
global del suero. Los resultados de los experimentos de inhibición de la fusión inducida 
por el CMVH, aunque no estrictamente comparables con los obtenidos de los 
experimentos de neutralización de virus libre en cualquiera de las dos modalidades, 
también indican que la fracción de anticuerpos funcionales que neutralizan al CMVH 
mediante el bloqueo de la penetración del virus (inhibición de la fusión de membranas) 
es minoritaria en relación con aquellos que presumiblemente impiden la adsorción del 
virus a las células diana o que consiguen la agregación del virus. En los pacientes 
infectados por el VIH-1 constatamos que, aun siendo los niveles séricos medios de 
anticuerpos neutralizantes postadsorción y bloqueantes de la fusión significativamente 
mayores que los presentes en los individuos inmunocompetentes control, 
comparativamente, la fracción de anticuerpos que neutralizaban viriones impidiendo la 
penetración del virus era inferior en ellos, particularmente en los enfermos de SIDA. Es 
posible que la progresiva ablación del repertorio celular T que acompaña a la 
progresión de la infección por el VIH-1 (Gea-Banacloche etai., 1998) y la consiguiente 
pérdida de la capacidad del sistema inmunitario de sintetizar anticuerpos con 
especificidades concretas podría explicar este fenómeno de cuyas consecuencias en el 
control de la infección activa por CMVH en el paciente VIH-1 no se tiene ningún indicio. 
No sabemos, en efecto, si los pacientes infectados por el VIH-1 se encuentran más 
predispuestos a la diseminación del CMVH en comparación con los individuos 
inmunocompetentes por su carencia relativa (en relación con las cargas virales que 
soportan) de anticuerpos capaces de bloquear la penetración del virus en las células 
diana, aunque así lo sospechamos.
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Para concluir con la caracterización de la respuesta de anticuerpos funcionales contra 
el CMVH en los individuos infectados por el VIH-1 cuantificamos los niveles séricos de 
anticuerpos capaces de impedir la transmisión intercelular del CMVH para lo cual nos 
servimos de un ensayo biológico previamente optimado (Navarro et ai., 1993). No 
existe en la literatura ninguna referencia al papel que este tipo de anticuerpos 
desempeña in vivo en la defensa humoral contra el CMVH, aunque nuestro punto de 
vista es que debe ser relevante dado que la expansión intercelular podría ser clave en 
la diseminación del virus tras la primoinfección y durante los episodios de reactivación. 
Por otra parte sabíamos que el suero de los individuos ¡nmuncompetentes contiene 
anticuerpos de esta especificidad funcional (Navarro et ai., 1997) y también que 
muchos pero no todos los anticuerpos monoclonales murinos (al menos los que 
reconocen la gB) con actividad neutralizante de virus libre también poseen la 
capacidad para impedir la expansión intercelular del CMVH, aunque subrayamos que 
estas dos funciones no son estrictamente superponibles. Observamos que los 
pacientes infectados por el VIH-1, particularmente los pacientes con SIDA, 
presentaban niveles séricos de este tipo de anticuerpos significativamente mayores 
que los encontrados en individuos inmunocompetentes control; así que tampoco en lo 
que se refiere a esta especificidad de anticuerpos pudimos constatar déficit alguno en 
la población infectada por el VIH-1.
Aunque sin vinculación directa con los objetivos mayores de este estudio, el análisis 
de las correlaciones entre los niveles séricos de las distintas especificidades de 
anticuerpos analizadas nos permitió concluir lo siguiente: por una parte, que el análisis 
de la respuesta de anticuerpos frente al virus completo (mediante el ELISA comercial 
descrito) no permite inferir la capacidad funcional anti-CMVH mediada por anticuerpos. 
En efecto, nuestros resultados indican que no existe una correlación significativa entre 
los niveles séricos de estos anticuerpos y los de los anticuerpos neutralizantes
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(fenómeno anteriormente descrito por Marshall et ai., 1992), en sus distintas 
modalidades, y los de los anticuerpos que inhiben la transmisión intercelular del CMVH.
Por otra parte, los anticuerpos anti-gB no parecen contribuir en gran medida a la 
capacidad global del suero de impedir, específicamente, la penetración del CMVH en el 
interior de la célula diana; es probable que sean los anticuerpos anti-gH de los que 
dependa esta actividad, esto último sería compatible con el papel de esta 
glucoproteína en la penetración del CMVH en el interior de las células; por el contrario, 
los anticuerpos anti-gB son responsables de gran parte de la actividad neutralizante 
global medida mediante el ensayo de neutralización convencional (de acuerdo con 
algunos resultados publicados con anterioridad -Rasmussen et ai., 1991; Marshall et 
ai., 1992-) y de la actividad inhibidora de la transmisión intercelular del virus de los 
sueros humanos. Finalmente, nuestros resultados indican (de acuerdo con dos 
estudios previos -Navarro et ai., 1993; 1997-) que las actividades neutralizante e 
inhibidora de la transmisión intercelular del CMVH de los sueros humanos son 
actividades funcionales relacionadas pero suficientemente distintas entre sí, lo cual 
indica que el análisis de una no permite inferir la magnitud de la otra con suficiente 
precisión.
5.2 Respuesta de anticuerpos funcionales contra el CMVH en 
pacientes que desarrollan una enfermedad orgánica por el CMVH
Conocidas las características de la respuesta humoral contra el CMVH en los 
pacientes infectados por el VIH-1 en los distintos estadios de la infección, nos 
propusimos investigar si los pacientes con SIDA en los que se diagnostica una 
enfermedad orgánica por el CMVH presentan una respuesta de anticuerpos funcionales 
anti-CMVH deficiente en comparación con la de los pacientes con SIDA e idéntico
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grado de inmunodepresión que no la desarrollan. Para responder a esta pregunta nos 
servimos de un estudio transversal y de otro prospectivo. A primera vista, los 
resultados obtenidos en el estudio transversal Indicaban que los pacientes con SIDA y 
enfermedad por el CMVH, considerados en su conjunto, mostraban niveles séricos de 
anticuerpos antl-gB, (aunque no de anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la 
transmisión intercelular) comparables a los que encontrábamos en los pacientes con 
SIDA sin enfermedad orgánica por el CMVH. Sin embargo, el valor de esa comparación 
nos pareció cuestionable dada la enorme heterogeneidad de los pacientes que habían 
desarrollado una enfermedad orgánica por el CMVH, en concreto, en lo concerniente a 
haber sido o no tratados con fármacos con actividad contra el CMVH poco antes de la 
obtención de los sueros, presentar o no antigenemias y/o viremias positivas en el 
momento de la toma de los sueros, y haber desarrollado una enfermedad circunscrita 
a algún órgano o sistema o por el contrario otra con carácter multifocal. La agrupación 
de los pacientes con base en estos criterios clínico-terapéuticos y virológicos nos 
permitió llegar a varias conclusiones. En los pacientes no tratados con fármacos anti- 
CMVH, con independencia de la enfermedad orgánica diagnosticada y de su extensión, 
observamos niveles séricos de anticuerpos funcionales frente al CMVH 
significativamente menores que los medidos en pacientes tratados, particularmente de 
anticuerpos anti-gB y neutralizantes de virus libre. Puesto que la mayoría de los 
pacientes que no habían recibido fármacos anti-CMVH presentaban pruebas positivas 
de antigenemia y viremia, se constató también la existencia de niveles séricos de 
anticuerpos funcionales anti-CMVH significativamente menores en los pacientes en los 
que estas pruebas virológicas fueron positivas que en aquellos en los que fueron 
negativas. Considerando la eficacia de la terapia farmacológica específica anti-CMVH 
en la reducción de la carga viral sistémica del CMVH (Gerna et ai., 1994) y el hecho de 
que la positividad de las pruebas de viremia y antigenemia reflejan la existencia de una
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elevada carga viral periférica (Gerna et ai., 1994), nuestros datos sugieren que existe 
una correlación directa entre la presencia de elevadas cargas sistémicas del CMVH y 
niveles séricos bajos de anticuerpos funcionales contra el virus. Esta afirmación viene 
avalada por los resultados obtenidos en nuestro estudio prospectivo. En efecto, cinco 
de los seis pacientes con SIDA analizados prospectivamente y que desarrollaron una 
enfermedad por el CMVH mostraron un descenso significativo de los niveles de 
anticuerpos anti-gB y neutralizantes (de al menos 4 veces), patente en el momento en 
que se diagnosticó la enfermedad (en ese momento la antigenemia era positiva), en 
relación con los niveles básales encontrados antes de que ésta se declarara. Incluso en 
uno de esos pacientes (número 5), la cinética de los anticuerpos anti-gB y 
neutralizantes mantuvo una estrecha correlación con la evolución clínica de la 
enfermedad, de modo que el nivel sérico mínimo de anticuerpos se observó en los 
momentos ¡nidales de la enfermedad y en los de recurrencia clínica. Esta situación era 
claramente distinta de la de los pacientes con SIDA que no desarrollaron una 
enfermedad por el CMVH en los que los niveles séricos de anticuerpos se mantuvieron 
relativamente constantes (variaciones no superiores a dos diluciones), a menos que la 
prueba de la antigenemia fuera positiva, en cuyo caso el nivel de anticuerpos era bajo 
aunque se recuperaba en cuanto se negativizaba aquélla. Además, en 4 de los 5 
pacientes en los que el ganciclovir fue efectivo, a juzgar por la negativización de la 
prueba de la antigenemia y la mejoría en la condición clínica de los pacientes, los 
niveles séricos de anticuerpos funcionales anti-CMVH se incrementaron 
considerablemente, aunque sin alcanzar los niveles básales registrados antes de la 
declaración de la enfermedad-excepto en el paciente 4-; no así en el paciente 1 quien 
no respondió a la terapia inductiva con ganciclovir, mostró una recurrencia clínica, y 
continuó con la antigenemia positiva y niveles muy reducidos de estos anticuerpos en 
el suero. Estos resultados indican que en presencia de una elevada carga sistémica del
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CMVH, situación vinculada con el desarrollo inminente de una enfermedad orgánica por 
el virus (Spector et ai., 1998; 1999), se produce una depleción de anticuerpos con 
función antiviral, probablemente por la formación y posterior eliminación de 
inmunocomplejos con los viriones libres del CMVH, cuya consecuencia más obvia la 
diseminación de la infección viral. Probablemente en esa situación, la administración 
exógena de anticuerpos con capacidad funcional anti-CMVH sería de gran utilidad en el 
la prevención y quizá en el control de la enfermedad invasiva por el virus. En ese 
sentido los anticuerpos monoclonales humanizados con actividad neutralizante 
(Hamilton et ai., 1997) serían una opción terapéutica complementaria a la propia 
terapia farmacológica antiviral.
Situaciones parecidas a las referidas en este estudio se han descrito en otras 
poblaciones de individuos inmunocomprometidos; así Schoppel et al., (1997) 
encontraron una relación inversa entre los niveles de anticuerpos contra un epítopo 
inmunodominante de la gB (AD-1) y la positividad de una PCR de DNA del CMVH en 
pacientes sometidos a trasplante de hígado. Por su parte, Rasmusssen et ai., (1995) 
no encontraron el DNA del CMVH en la sangre en pacientes infectados por el virus 
VIH-1 que mostraban niveles séricos elevados de anticuerpos anti-gB. Considerando el 
papel que los anticuerpos neutralizantes desempeñan en la eliminación de virus libre 
extracelular (Krause et ai., 1997), la depleción de anticuerpos funcionales puede 
conducir a la progresión y la extensión de la enfermedad por el CMVH una vez 
instaurada. De acuerdo con este modelo los anticuerpos funcionales, una vez 
reactivada la infección por el CMVH se encargarían de mantener los niveles de virus 
circulante bajo mínimos y evitar, por tanto, la diseminación del virus extracelular.
Contrariamente a la influencia de haber recibido o no tratamiento específico anti- 
CMVH, la localización anatómica de la enfermedad por CMVH no tuvo incidencia en los
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niveles séricos de los anticuerpos funcionales, si bien el número de pacientes 
estudiados es demasiado reducido para extraer conclusiones definitivas.
Otros investigadores se han ocupado de la respuesta de anticuerpos funcionales 
contra el CMVH en el paciente con SIDA y enfermedad orgánica por el CMVH. 
Boppana et ai., (1995) estudiaron a 24 pacientes con retinitis diagnosticada 
oftalmoscópicamente y a 19 pacientes con SIDA sin enfermedad invasiva por el CMVH 
y un nivel similar de inmunodepresión. Estos investigadores observaron que, 
considerados en su conjunto, los pacientes con retinitis mostraron niveles séricos de 
anticuerpos neutralizantes similares a los hallados en los pacientes sin retinitis; sin 
embargo, cuando agrupaban a los pacientes con retinitis en fundón de la rapidez con 
que evolucionaba la enfermedad encontraron niveles séricos de anticuerpos 
neutralizantes significativamente mayores en los que evolucionaron lentamente que en 
aquellos que lo hicieron con rapidez. También los niveles séricos de anticuerpos anti- 
gB medidos fueron más altos en los primeros que en los segundos aunque la diferencia 
no alcanzó significación estadística. Estos autores concluyeron que los anticuerpos 
neutralizantes podrían modular la progresión de la enfermedad y se preguntaron si la 
administración exógena de estos anticuerpos podría mejorar la sintomatología de estos 
pacientes así como frenar el avance de la enfermedad. Por su parte, Rasmussen etaL,
(1995) encontraron niveles séricos comparables de anticuerpos anti-gB en pacientes 
que desarrollaron una retinitis por el CMVH y en quienes no lo hicieron concluyendo 
que los anticuerpos anti-gB no son relevantes en la prevención o modulación de la 
enfermedad diseminada por el CMVH; sin embargo, no especificaron si los enfermos 
estaban siendo tratados con fármacos anti-CMVH o presentaban cargas virales de 
CMVH altas (antigenemia positiva) en el momento en que se obtuvieron las muestras.
Por lo tanto una comparación estricta con nuestro estudio no parece factible.
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Con independencia de lo dicho con anterioridad, sin embargo, parece claro que la 
enfermedad invasiva, en nuestro estudio una retinitis, puede desarrollarse en presencia 
de niveles séricos elevados de anticuerpos funcionales anti-CMVH; tal es el caso del 
paciente 6 del estudio prospectivo.
5.3 Efecto de las terapias antirretrovirales de gran eficacia sobre la 
inmunidad humoral frente al CMVH
El advenimiento de las denominadas combinaciones terapéuticas antirretrovirales de 
gran eficacia ("TAGE") ha conseguido reducir drásticamente la morbididad y mortalidad 
debidas a la infección por el CMVH en el paciente con SIDA, probablemente en relación 
con la reconstitución del sistema inmunitario celular (Palella et ai, 1998), es decir la 
recuperación del número y de la función de las células T CD4+. Prueba de ello es el 
hecho de que estas combinaciones terapéuticas son capaces de disminuir la incidencia 
de los episodios virémicos por el CMVH en estos pacientes e incluso de resolverlos si se 
han producido aun sin administrar fármacos anti-CMVH (O'Sullivan et ai, 1999). 
Nada, sin embargo, se sabe acerca del efecto de estas terapias sobre la inmunidad 
humoral contra el CMVH. En relación con el propio VIH-1, se ha demostrado que las 
TAGE, al reducir la carga viral del VIH-1, tienen como efecto la elevación de los niveles 
plasmáticos de anticuerpos neutralizantes frente a cepas autólogas del VIH-1 (Sarmati 
etal., 1997). Con nuestro estudio quisimos averiguar si las terapias TAGE tienen algún 
efecto sobre los niveles séricos de anticuerpos funcionales contra el CMVH. Nuestro 
estudio demuestra que, con independencia del estadio de la infección por el VIH-1 
considerado y de que el paciente responda o no biológica y virológicamente a las 
TAGE, los niveles séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes en esos pacientes se 
mantienen relativamente estables con ligeras fluctuaciones (la diferencia entre dos
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muestras consecutivas no suele superar una o dos diluciones, que no guardan relación 
con los niveles sanguíneos de ARN del VIH-1 y del número de células T CD4+ 
periféricas, a menos que la prueba de la antigenemia del CMVH sea positiva, es decir 
siempre que no se incremente notablemente la carga viral periférica del CMVH, en 
cuyo caso se produce un descenso marcado del nivel de anticuerpos funcionales anti- 
CMVH, que se restablece una vez se negativiza aquélla. En todo caso los niveles 
séricos de estos anticuerpos se mantienen muy elevados con independencia del grado 
aparente de recuperación de la inmunidad celular y de la negativización de la carga 
viral del VIH-1; de hecho no observamos una correlación significativa entre los niveles 
séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes y los recuentos periféricos de células T 
CD4+ y la carga viral del VIH-1. Estos resultados sugieren que los altos y persistentes 
niveles séricos de anticuerpos neutralizantes y anti-gB que se observan en estos 
pacientes se mantienen de ese modo a través de la estimulación continua del sistema 
inmunitario, probablemente vía T-independiente, por parte del CMVH en estado 
replicativo. De estos resultados podría inferirse que las TAGE, por sí mismas, no son 
capaces de controlar radicalmente la infección persistente que el CMVH establece en 
estos pacientes. En un estudio reciente, Deayton et ai., (1999) encontraron una 
elevación significativa de los niveles séricos de anticuerpos anti-gB en respuesta a las 
TAGE, incremento que no observaron en pacientes tratados con análogos nucleósidos 
exclusivamente o que no estaban siendo tratados con fármacos anti-VIH-1; estos 
investigadores concluyeron que la reconstitución inmunológica experimentada por los 
pacientes que responden a las TAGE tiene como consecuencia, entre otras, la 
elevación de los niveles séricos de anticuerpos anti-gB. Sin embargo los pacientes 
incluidos en este estudio, a diferencia de los que fueron estudiados en el nuestro, 
presentaban una carga sistémica del CMVH muy alta en el momento en que se inició el 
estudio, por lo tanto, es probable que los cambios observados en los niveles séricos de
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anticuerpos anti-gB en estos pacientes se debieran más que a la reconstitución celular 
resultado del TAGE a la reducción de la carga viral periférica del CMVH como 
consecuencia de la respuesta al TAGE.
En resumen, de acuerdo con nuestros datos, las TAGE no modifican sustancialmente 
los niveles séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes tanto en los pacientes VIH-1 
asintomáticos como en los pacientes con SIDA.
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6.1 Los individuos infectados por el VIH-1 no presentan déficit cuantitativo alguno en la 
respuesta de anticuerpos funcionales frente al CMVH. Todo lo contrario, los niveles 
séricos de anticuerpos IgG frente al CMVH completo, anticuerpos IgG de los distintos 
isotipos frente a la gB, anticuerpos neutralizantes de virus libre en ausencia del 
complemento y anticuerpos inhibidores de la transmisión intercelular del virus son 
mayores en ellos, en particular en los pacientes en el estadio del SIDA, que en los 
individuos inmunocompetentes.
6.2 La contribución relativa de los anticuerpos neutralizantes que impiden la penetración 
del CMVH en la célula diana a la acción neutralizante global del suero es sustancialmente 
menor en los pacientes infectados por el VIH-1, particularmente en aquellos en el estadio 
del SIDA, que en los individuos inmunocompetentes.
6.3 El análisis de las correlaciones estadísticas entre los niveles séricos de las distintas 
especificidades de anticuerpos estudiadas tanto en la población ¡nmunocompetente como 
la infectada por el VIH-1 permite concluir que:
6.3.1. Los anticuerpos que reconocen la glucoproteína B son responsables de gran 
parte de las actividades neutralizante de virus libre e inhibidora de la expansión 
intercelular del CMVH de los sueros; no así de la neutralización del CMVH a través de la 
interferencia con el proceso de fusión de la envoltura viral con la membrana plasmática 
de la célula diana.
6.3.2. La neutralización del CMVH libre y el bloqueo de la expansión intercelular del 
CMVH son dos actividades funcionales claramente diferentes.
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6.3.3. La medición de los niveles séricos de anticuerpos frente al virus completo no 
permite inferir la actividad funcional de éstos frente al CMVH.
6.4 Los pacientes con SIDA en los que se desarrolla una enfermedad orgánica por el 
CMVH, sea cual fuere su localización y extensión, y siempre que no haya sido tratada, 
muestran niveles séricos de anticuerpos anti-gB, neutralizantes e inhibidores de la 
transmisión intercelular del CMVH, significativamente menores que los hallados en los 
pacientes con enfermedad orgánica tratada con antivíricos y en los pacientes con SIDA 
sin enfermedad diseminada por el CMVH.
6.5 Los pacientes con SIDA virémicos y/o antigenémicos, particularmente si desarrollan 
una enfermedad orgánica por el CMVH, muestran niveles séricos de anticuerpos anti-gB, 
neutralizantes e inhibidores de la transmisión intercelular del CMVH significativamente 
menores que los pacientes en los que las pruebas de la viremia y de la antigenemia son 
negativas.
6.6 En los pacientes con SIDA que desarrollan una enfermedad por el CMVH se observa 
un descenso significativo de los niveles séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes 
que se detecta al tiempo de la declaración sintomática de la enfermedad y la 
positivización de la prueba de la antigenemia del CMVH. En cambio, en los pacientes con 
SIDA que no desarrollan una enfermedad invasiva por el CMVH los niveles séricos de los 
anticuerpos mencionados se mantienen estables, con ligeras fluctuaciones, a menos que 
se positivice la prueba de la antigenemia, en cuyo caso descienden notablemente. Se 
infiere de lo anterior que existe una correlación inversa entre la carga viral periférica del 
CMVH y los niveles séricos de anticuerpos funcionales contra el CMVH. Como
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consecuencia de lo anterior, postulamos que los anticuerpos con actividad funcional 
contra el CMVH desempeñan un papel relevante en el control inmunitario de la 
enfermedad diseminada por este virus, limitando la progresión de ésta y quizá en menor 
medida, contribuyendo a prevenir su desarrollo.
6.7 Los pacientes infectados por el VIH-1, tanto en el estadio asintomático de la 
infección como en el del SIDA, tratados con combinaciones antirretrovirales de gran 
eficacia mantienen niveles séricos de anticuerpos anti-gB y neutralizantes relativamente 
estables que en algunos casos experimentan fluctuaciones, con independencia de que 
respondan o no biológica y virológicamente a aquéllas, siempre que la prueba de la 
antigenemia del CMVH se mantenga negativa.
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